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A preferência alimentar é uma característica inata dos mosquitos (Culicidae) que é 
modulada por fatores que determinam os padrões de busca, seleção do vertebrado 
e frequência das interações, podendo envolver a transmissão de agentes 
patogênicos, representando riscos para a saúde pública. A Reação em Cadeia 
de Polimerase (PCR) permite a identificação desses vertebrados através do sangue 
ingurgitado contido no intestino dos culicídeos, mas compreende algumas 
dificuldades que limitam o sucesso da amplificação como o grau de digestão do 
sangue e a necessidade da preservação da integridade do DNA. O presente estudo 
teve como objetivos identificar e caracterizar o hábito alimentar de culicídeos em 
área urbana e florestal do município de Paranaguá, Paraná. A amplificação segundo 
a temperatura e período de armazenamento foi verificada em  Aedes aegypti da 
colônia Rockefeller, alimentados com sangue de camundongos e armazenados a -
20°C ou -80°C por 30 a 180 dias em cada temperatura testada. Para a 
caracterização alimentar e determinação do sucesso de amplificação segundo o 
grau de digestão baseado na escala de Sella, foram coletados, por aspiração entre 
outubro de 2016 e março de 2017, 1.951 fêmeas de mosquitos de Paranaguá 
(Parque Estadual do Palmito e Ilha dos Valadares) das quais 155 apresentavam o 
abdômen com sangue. Todas as fêmeas visivelmente ingurgitadas foram 
submetidas à extração do DNA e à amplificação por PCR com primers específicos 
para vertebrados baseados no gene COI, sequenciando-se os fragmentos 
amplificados e identificando os vertebrados por comparação com sequências 
presentes em bancos de dados. No tempo máximo de armazenamento, 
a temperatura de -20 °C foi suficiente para a preservação do DNA, apresentando 
sucesso equivalente ao armazenamento a -80 °C. Fêmeas ingurgitadas 
seguramente classificadas entre os índices 2 a 6 da escala de Sella resultaram em 
amplificações bem-sucedidas concentradas entre os coeficientes 2 e 3, tendo o 
sucesso de amplificação significativamente reduzido a partir do índice 4 (24h após a 
ingestão), diminuindo progressivamente com o avanço da digestão. Sete espécies 
de culicídeos (Anopheles cruzii, Aedes fluviatilis, Aedes scapularis, Psorophora 
ferox, Culex quinquefasciatus, Culex mollis e Culex intrincatus), quatro subgêneros 
[Ae. (Ochlerotatus), Cx. (Culex), Cx. (Melanoconion) e Cx. (Microculex)] e um gênero 
(Limatus) tiveram suas fontes de repasto identificadas, diversificando seu 
comportamento alimentar através da utilização de 17 espécies de vertebrados, 
sendo uma de anfíbio, três de mamíferos e 13 de aves, mais dois gêneros de 
vertebrados (anfíbio e ave). O hábito alimentar ornitofílico compreendeu espécies de 
aves domésticas e silvestres e os mamíferos identificados foram cachorros, cavalos 
e humanos. Embora a ornitofilia tenha se destacado tanto na área urbana como na 
florestal, a maioria das espécies de culicídeos selecionaram os vertebrados 
possivelmente de acordo com a sua disponibilidade, incluindo diferentes grupos. Na 
área florestal, esta disponibilidade e diversidade foram aparentemente maiores 
quanto mais próximo à borda da mata, influenciando a quantidade de fêmeas 
ingurgitadas coletadas. 
 




Mosquitoes food preference is an innate characteristic modulated by factors as 
patterns of search, vertebrate selection and frequency of interactions, and may 
involve the transmission of pathogens, representing risks to public health. The 
Polymerase Chain Reaction (PCR) allows identification of vertebrates through the 
engorged blood contained in the gut of Culicidae insects, but shows some difficulties 
regarding the limitation of the amplification success as the degree of digestion of the 
blood and the necessity DNA integrity preservation. The present study aimed to 
identify and characterize the food habit of Culicidae from the urban and forest area of 
Paranaguá city, Paraná. The amplification according to temperature and storage 
period treatments was verified in 36 Aedes aegypti mosquitoes from Rockefeller 
colony, fed with blood from mice and stored at -20 °C or -80 °C for 30 up to 180 days 
at each temperature tested. Food characterization and determination of the 
amplification success according to the degree of digestion based on the scale of 
Sella, were evaluated collecting mosquitoes by aspiration during October 2016 to 
March 2017. A total of 1.951 female mosquitoes were collected from Parque 
Estadual do Palmito (forest area) and Ilha de Valadares (urban area) of which 155 
were with abdomen filled with blood. All visibly engorged females were carried out to 
DNA extraction and PCR amplification with specific primers for vertebrates based on 
COI gene, then sequencing of amplified fragments, identifying vertebrates by 
comparison with sequences present in databases.  At the maximum storage time, the 
temperature of -20 °C was sufficient for DNA preservation, presenting success 
equivalent to the storage at -80°C. Engorged females surely classified in scores of 2 
up to 6 on the Sella scale resulted in successful amplification concentrated between 
scores 2 and 3, with amplification success significantly reduced from score 4 (24h 
after ingestion), decreasing progressively with the advancement of digestion. Seven 
species of Culicidae (Anopheles cruzii, Aedes fluviatilis, Aedes scapularis, 
Psorophora ferox, Culex quinquefasciatus, Culex mollis and Culex intrincatus), four 
subgenres [Ae. (Ochlerotatus), Cx. (Culex), Cx. (Melanoconion) and Cx. 
(Microculex)] and a genus (Limatus) had their vertebrates identified, diversifying their 
feeding behavior through the use of 17 vertebrate species, one of amphibian, three of 
mammals and 13 of birds, also two genera of vertebrates (amphibian and bird). The 
ornithophilic food habit comprised species of domestic and wild birds and identified 
mammals were dogs, horses and humans. Although ornitophilic habit has stood out 
in both urban and forest areas, most Culicidae species possibly selected vertebrates 
according to availability, including different groups. In the forest area, this availability 
and diversity were apparently higher as closer to the edge of the forest, influencing 
the amount of engorged females collected.  
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1.1 HEMATOFAGIA E INTERAÇÕES MOSQUITO/VERTEBRADO 
 
Os insetos pertencentes à ordem Diptera e família Culicidae são conhecidos 
como mosquitos, e ambos os sexos se alimentam de líquidos vegetais, porém as 
fêmeas, na maioria das espécies, são também hematófagas (HARBACH, 2007). 
Desta forma, a evolução da hematofagia em Culicidae foi estabelecida através da 
relação parasito/vertebrado restrita à fêmea, que evoluiu por meio da via trófica de 
associações, mas preservou a independência quase completa do vertebrado em 
algumas espécies autogênicas que completam o ciclo gonotrófico sem a ingestão do 
alimento sanguíneo (BALASHOV, 1984). 
A origem evolutiva das associações estabelecidas entre esse táxon de vida 
livre e os vertebrados é incerta, mas, as inferências de afinidades taxonômicas e 
ecológicas sugerem que a hematofagia nos mosquitos evoluiu a partir de pré-
adaptações das peças bucais para perfuração de superfícies de plantas e animais e 
por meio do comportamento predatório dos ancestrais entomófagos. A partir de 
encontros acidentais com vertebrados, as fêmeas se beneficiaram do alimento 
sanguíneo, utilizando-o como fonte de energia (WAAGE, 1979). 
A evolução da hematofagia em mosquitos envolveu adaptações 
morfológicas, fisiológicas e comportamentais que maximizaram a quantidade de 
sangue ingerido e minimizaram os riscos dessa ingestão (LEHANE, 2005). Algumas 
dessas adaptações estão relacionadas à produção de secreções salivares com 
substâncias anticoagulantes, antiplaquetárias e vasodilatadoras (RIBEIRO; 
FRANCISCHETTI, 2003), à presença de receptores do sistema nervoso vinculados 
ao estiramento abdominal que controlam a hiperfagia e previnem o estresse 
mecânico no intestino médio (GWADZ, 1969), à presença de uma matriz peritrófica 
no intestino médio com função de proteção e promoção da digestão do sangue de 
forma mais lenta (SHAO et al., 2001), à presença da armadura cibarial que faz a 
quebra mecânica das hemácias e permite o acesso às proteínas mais facilmente 
(CHADEE et al., 1996), à produção de enzimas para a digestão do sangue, à rápida 
eliminação de água, excesso de nitrogênio e hemoglobina adquiridos com a ingestão 




Essas adaptações possibilitaram a ingestão de grandes quantidades de 
sangue que podem ser até quatro vezes superiores ao peso corporal de uma fêmea 
(NAYAR; SAUERMAN JR, 1977). Esse sangue rico em nutrientes, contendo 
proteínas que compõem aproximadamente 90% do peso seco da refeição 
sanguínea, é usado na manutenção de um estoque energético, mas principalmente 
na reprodução (LEHANE, 2005). Mesmo que estudos demonstrem que a produção e 
maturação de ovos de algumas espécies de culicídeos possam ser viáveis utilizando 
outras fontes alimentares como a hemolinfa de larvas de outros insetos (HARRIS et 
al., 1969) ou até mesmo nutrientes acumulados na fase larval (TELANG; WELLS, 
2004), esses recursos não são tão eficientes quando considerado o número de ovos 
por postura, tornando o sangue um alimento indispensável para o sucesso 
reprodutivo (HARRIS; COOKE, 1969; ARIANI et al., 2015). 
 
1.1.1 Comportamento de busca por vertebrados das fêmeas de Culicidae 
 
O repasto sanguíneo (refeição de sangue adquirida pelo culicídeo) envolve 
diversas classes de vertebrados, como anfíbios, répteis, aves e mamíferos, que 
serão selecionados como fontes alimentares (FORATTINI et al., 1987). Algumas 
espécies de culicídeos são mais zoofílicas, buscando o vertebrado em ambientes 
silvestres, rurais ou urbanos, neste último geralmente fora dos domicílios (exofílicas). 
Outras tendem à antropofilia, buscando humanos dentro das casas (endofilia), 
podendo também se alimentar de outros animais como aves e mamíferos não 
humanos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994), exibindo certa plasticidade em seu 
comportamento alimentar (CHAVES et al., 2010).  
A busca por vertebrados marca o desencadeamento do ciclo gonotrófico, 
iniciada em aproximadamente 24 a 48 horas após a emergência do adulto ou 
posteriormente à oviposição, reiniciando o ciclo (KLOWDEN, 1990). De maneira 
geral, essa busca compreende fases de localização que são resumidas em: 
ativação; orientação em direção ao estímulo emitido pelo vertebrado; atração e 
aproximação (CARDÉ; GIBSON, 2010). 
Durante a fase de ativação, as fêmeas de culicídeos deixam seu local de 
repouso e voam à procura do vertebrado, aumentando as chances de entrarem em 
contato com os estímulos de orientação. A ativação ocorre através dos ritmos 
circadianos e fatores endógenos, principalmente hormonais, que podem não ocorrer 
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simultaneamente, mas fazem com que a fêmea entre em atividade de forma 
espontânea no período de maior disposição para iniciar o voo de busca pelo 
vertebrado (BOWEN, 1991). 
Uma vez que, durante o voo, a fêmea percebe os estímulos químicos, o 
vento é um elemento essencial para orientar e direcionar o mosquito à sua fonte 
alimentar (CARDÉ; GIBSON, 2010). Essa orientação de longo alcance envolve 
principalmente a percepção olfativa de cairomônios (substâncias produzidas por um 
organismo e percebidas por outro, beneficiando este receptor), como moléculas de 
dióxido de carbono (CO2) e odores emitidos pelo vertebrado os quais são detectados 
pelas antenas e palpos maxilares dos culicídeos, guiando-os à fonte alimentar (LU et 
al., 2007; SCHYMURA et al., 2010). A detecção ocorre quando há amplas e 
homogêneas nuvens de CO2 e outros odores no vento que induzem o voo 
direcionado da fêmea a qual pode necessitar de uma longa e contínua exposição a 
misturas complexas de odor para se orientar (CARDÉ; GIBSON, 2010).  
Os diferentes mecanismos de orientação entre as espécies de culicídeos 
refletem as particularidades dos sistemas sensoriais, histórias de vida ou habitat e 
especializações de orientação às diferentes fontes de odor (DEKKER; CARDÉ, 
2011). Embora o CO2 seja um importante estímulo olfativo comum para as espécies 
de culicídeos, ele não distingue os vertebrados, de forma que outros odores mais 
específicos são utilizados para uma localização mais precisa (SMALLEGANGE et 
al., 2011). Os cairomônios produzidos pelas glândulas da pele e presentes no suor 
podem ser resumidos em diversos ácidos carboxílicos, amônia, ácido lático e outros 
compostos voláteis produzidos pela microbiota da pele os quais agem como sinais 
atrativos para espécies de culicídeos (BOSCH et al., 2000; SMALLEGANGE et al., 
2009; TAKKEN; VERHULST, 2017). Alguns odores são comuns às espécies de 
vertebrados e outros, principalmente emitidos por humanos, são importantes sinais 
químicos que distinguem os vertebrados e atraem culicídeos específicos (BOSCH et 
al., 2000; DEKKER et al., 2002; WOOD; WELDON, 2002; BERNIER et al., 2008; 
SYED; LEAL, 2009). 
Após serem guiadas pelas nuvens de odor, as fêmeas continuam sendo 
atraídas pelos estímulos olfatórios, mas agora, à curta distância, passam a usar 
outros sinais e sentidos para entrarem em contato com a fonte alimentar (GIBSON; 
TORR, 1999). Nesta fase, a visão é um aspecto importante no comportamento de 
aproximação, permitindo que algumas espécies localizem o vertebrado por meio da 
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cor, movimento e forma. Estes sinais, juntamente com o odor, calor e umidade 
emitidos pelo vertebrado, estimulam a aproximação da fêmea e o pouso de contato 
para o início da alimentação (ALLAN et al., 1987).  
A preferência alimentar é definida como uma característica inata, de origem 
genética, mas modulada por fatores que interferem na escolha da fonte alimentar 
(BESANSKY et al., 2004). Fatores ambientais, intrínsecos da fêmea (fisiológicos e 
genéticos) e relacionados ao vertebrado podem interferir nas fases de localização 
desde a ativação do mosquito até o efetivo contato, além da escolha alimentar como 
uma alternativa à sua preferência (TAKKEN; VERHULST, 2013). 
 
a) Fatores ambientais 
 
As flutuações de temperatura, o nível de luminosidade, as variações de 
umidade relativa, a precipitação, a alta velocidade do vento e o excesso de radiação 
solar são condições ambientais que podem influenciar o comportamento de busca 
por vertebrados (REITER, 2001). A intensidade com que estas condições afetam o 
indivíduo varia de acordo com a espécie e com o período em que o culicídeo está 
mais ativo (dia ou noite), com estes fatores estimulando ou suprimindo a atividade 
de voo e busca por alimento, interferindo na percepção dos sinais emitidos pelo 
vertebrado e no resultado de sua localização a curta e longa distância 
(BIDLINGMAYER, 1985; GIBSON; TORR, 1999).  
Em algumas espécies de mosquitos, as baixas temperaturas podem 
interromper o desenvolvimento dos folículos ovarianos em seus primeiros estádios 
através do processo de diapausa ou quiescência (períodos de inatividade induzidos 
pela temperatura), suprimindo a busca por vertebrados (NELMS et al., 2013). O nível 
de luminosidade parece impulsionar o voo de busca, atuando no ritmo circadiano 
(MURILLO et al., 1988) e as variações de umidade relativa interagindo com odores 
emanados pelo vertebrado indicam interferências no sucesso da localização e 
seleção da fonte alimentar (TAKKEN et al., 1997). Algumas condições específicas 
de vento e radiação solar, por exemplo, parecem ser mais apropriadas para a 
execução da busca por vertebrados, porém, a combinação destas e outras variáveis 
ambientais representa as condições mais favoráveis que cada espécie necessitará 




b) Fatores intrínsecos da fêmea 
 
Como o repasto sanguíneo promove o acúmulo de nutrientes usados 
durante o desenvolvimento dos oócitos em cada ciclo gonotrófico (BRIEGEL et al., 
2002), dependendo da exigência do indivíduo e da espécie, há necessidade de 
repastos múltiplos para a completa maturação dos ovos (BRIEGEL; HORLER, 
1993). Repastos múltiplos que envolvem diferentes grupos de vertebrados em cada 
ciclo gonotrófico são mais bem-sucedidos na aceleração da maturação e quantidade 
de ovos produzidos, estando relacionados ao tamanho da fêmea (BRIEGEL; 
HORLER, 1993; XUE et al., 2009; FARJANA; TUNO, 2013; YAMANY et al., 2016). 
Fêmeas menores necessitam de repastos mais frequentes e maiores quantidades 
de sangue para avançar os estádios de maturação dos ovos (TAKKEN et al., 1998). 
A idade e a regularidade do repasto também interferem na fecundidade, de forma 
que fêmeas mais velhas tendem a colocar menos ovos, podendo aumentar esse 
número quando estas têm acesso constante à alimentação sanguínea (STYER et 
al., 2007).  
A busca e escolha por vertebrados também pode ser influenciada por 
componentes genéticos que determinam e relacionam o comportamento alimentar e 
de repouso das diversas espécies de mosquitos através de arranjos cromossômicos 
(GILLIES, 1964; MUKWAYA, 1977; COLUZZI et al., 1977). Alguns estudos que 
focam principalmente mosquitos vetores de hábitos antropofílicos ou zoofílicos e 
endofílicos ou exofílicos apontam a influência de bases genéticas na seleção do 
vertebrado e do local de busca e repouso, baseando suas conclusões em achados 
de inversões cromossômicas polimórficas específicas dos cromossomos 2R e 3R 
(MNZAVA et al., 1994; LULU et al., 1998; BESANSKY et al., 2004; MAIN et al., 
2016). 
 
c) Fatores relacionados ao vertebrado 
 
Na tentativa de evitar as picadas dos mosquitos, os vertebrados apresentam 
comportamentos defensivos que podem desencorajar, dificultar ou causar a morte 
desses insetos, interferindo em sua escolha alimentar. A intensidade destas reações 
varia de acordo com a capacidade que o vertebrado tem de evitar os ataques e está 
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relacionada com a espécie, as características individuais, o tamanho, a idade e a 
saúde do vertebrado (EDMAN; SCOTT, 1987). 
Cada espécie responde de maneira distinta às investidas do mosquito 
(EDMAN et al., 1974), havendo espécies mais defensivas e outras mais tolerantes, 
porém, a abundância de mosquitos é um fator que pode estimular e determinar o 
sucesso desse comportamento de defesa (WALKER; EDMAN, 1986). Os níveis de 
tolerância também variam entre os vertebrados de uma mesma espécie de acordo 
com o comportamento de defesa apresentado por cada indivíduo (ANDERSON; 
BRUST, 1997). Alguns animais menores e mais jovens apresentam reações de 
defesa mais intensas e, por isso, mais bem-sucedidas, que atraem menos mosquitos 
e fazem com que esse comportamento seja tamanho e/ou idade dependente (SOTA 
et al., 1991). Outros, por estarem acometidos por alguma doença e debilitados, têm 
sua capacidade de defesa comprometida, ficando mais expostos como uma fonte 
alimentar de fácil acesso (DAY; EDMAN, 1983). De maneira geral, o comportamento 
de defesa compreende uma série de atividades motoras executadas na tentativa de 
afastar o inseto (WEBBER; EDMAN, 1972; CULLY et al., 1991), no entanto, 
dependendo do vertebrado, como já registrado para certas espécies de aves, estes 
podem se alimentar do mosquito conforme o comportamento defensivo se torna 
mais intenso (DARBRO; HARRINGTON, 2007). 
A fisiologia também é um determinante na seleção do vertebrado e inclui a 
origem e a qualidade do sangue que será ingerido. Como diferentes origens de 
sangue interferem nas taxas de fecundidade e oviposição, no sucesso da maturação 
e eclosão dos ovos e na viabilidade e tempo de desenvolvimento do ovo ao adulto, a 
escolha do vertebrado permite que o mosquito potencialize esses fatores 
reprodutivos de acordo com o grau de influência do repasto sanguíneo (OLAYEMI et 
al., 2011; DEMIRCI et al., 2014). A origem do sangue selecionado, principalmente 
em se tratando de diferentes classes de vertebrados (e.g. aves e mamíferos), 
determina os benefícios atribuídos às taxas de fecundidade e fertilidade (RICHARDS 
et al., 2012), sendo que a experiência individual do mosquito pode afetar suas 
escolhas futuras de acordo com o sucesso obtido no contato prévio com cada 
origem de sangue (VANTAUX et al., 2014). 
Características morfológicas dos vertebrados são componentes relevantes 
na escolha da alimentação realizada pelo mosquito, principalmente o tamanho 
corporal (PRIOR; TORR; 2002; KWEKA et al.; 2010). Altura e peso elevados 
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proporcionam maior volume de corpo que além de fornecer maior área de superfície 
de contato para a sucção também aumenta os sinais atrativos emitidos pelo 
vertebrado (produtos do metabolismo, umidade e calor), melhorando as 
possibilidades de contato (PORT et al., 1980). 
Muitos indivíduos ou espécies de vertebrados são mais ou menos 
selecionados como fontes de alimento conforme sua disponibilidade e quantidade no 
ambiente. A alta densidade de animais agregados ou habitando próximos uns aos 
outros diminui as possibilidade de contato por indivíduo, principalmente quando 
estão abrigados, mesmo que a produção de pistas químicas atrativas seja maior 
(JANOUSEK et al., 2014). Quando a densidade populacional de uma espécie de 
vertebrado preferencialmente selecionada é reduzida, mosquitos mais generalistas 
redirecionam suas escolhas a outras fontes alimentares (RIZZOLI et al., 2015), 
porém, aqueles cuja preferência alimentar está restrita a determinados vertebrados 
tendem a selecioná-los independentemente de sua redução (MASSEBO et al., 
2015).  
A coincidente ocupação de habitats, mesmo que em pequenas escalas, 
podem determinar a escolha do vertebrado quando há uma preferência do mosquito 
em ocupar determinados ambientes (e.g. intra ou peridomicílio; solo ou dossel 
florestal), direcionando suas escolhas de acordo com a sobreposição geográfica de 
seu habitat com o do vertebrado (LEHANE, 2005). A introdução de uma espécie no 
mesmo ambiente ocupado pelo mosquito pode conduzir a escolha deste para o novo 
vertebrado introduzido o qual pode impactar significativamente a alimentação e o 
comportamento de repouso do mosquito, reduzindo a frequência de contatos com 
fontes alimentares que estejam em áreas de menor preferência para a sucção 
(MAYAGAYA et al., 2015). 
Considerações temporais estão relacionadas às diferentes escolhas de 
vertebrados mediadas pela sazonalidade que modifica a abundância de espécies, 
principalmente as migratórias. Espécies de mosquitos que permanecem ativas 
durante todo o ano podem variar significativamente suas escolhas alimentares 
conforme a estação, a qual altera a disponibilidade dos vertebrados e a forma como 
estes usam o habitat (BLOSSER et al., 2016). 
Esse conjunto de condições e fatores (ambientais, intrínsecos da fêmea e 
relacionados ao vertebrado como defesa, fisiologia, morfologia, quantidade, habitat 
ocupado e sazonalidade) determinará o sucesso da busca e aquisição do alimento 
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sanguíneo, a frequência de interações e a seleção do vertebrado, refletindo na 
capacidade reprodutiva (TAKKEN; VERHULST, 2013) e resultando nos padrões 
gerais de utilização de fontes alimentares (BURKETT-CADENA et al., 2014). 
 
1.1.2 Escolha do vertebrado e contato com agentes patogênicos 
 
Culicídeos como Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e algumas 
espécies de Anopheles frequentemente realizam repastos múltiplos em cada ciclo 
gonotrófico, alimentando-se de um vertebrado inicialmente e, algum tempo depois, 
realizando outro repasto. Seja pelo tamanho da fêmea, pela interrupção do repasto 
ou uma estratégia de aumentar a aptidão reprodutiva, os contatos frequentes e 
repastos múltiplos por ciclo gonotrófico, principalmente de mosquitos 
preferencialmente antropofílicos, aumentam as possibilidades de exposição a 
agentes patogênicos e os riscos de transmissão dos mesmos (SCOTT; TAKKEN, 
2012). A heterogeneidade alimentar pode ter grandes efeitos na transmissão de um 
patógeno, principalmente através de mosquitos que frequentemente se alimentam 
de vertebrados reservatórios e ocasionalmente selecionam espécies que respondem 
de formas diferentes à infecção, podendo manifestar doenças (KILPATRICK et al., 
2006).  
Diante deste cenário, os mosquitos se comportam como vetores destes 
agentes, atuando como organismos que transmitem patógenos enquanto se 
alimentam de forma não letal de um ou mais indivíduos, melhorando sua aptidão e 
podendo reduzir a dos vertebrados (WILSON et al., 2017). Estes vetores têm um 
papel importante na probabilidade de transmissão dos agentes, sendo fundamentais 
na multiplicação e/ou desenvolvimento de algum estádio de vida do patógeno 
(COWMAN; CRABB, 2005; WANG et al., 2010). 
Juntamente com a especificidade que determina a interação 
patógeno/mosquito/vertebrado e que envolve aspectos evolutivos, genéticos e 
fisiológicos destes organismos, as escolhas alimentares dos culicídeos também 
podem interferir no sucesso da relação do patógeno com o vetor e com o vertebrado 
(LEHANE, 2005). O hábito alimentar preferencialmente antropofílico de algumas 
espécies de mosquitos permite que determinados arbovírus, por exemplo, entrem 
em contato e se adaptem aos seres humanos, mantendo o modo de transmissão 
humano/mosquito/humano de forma bem-sucedida, como ocorre com o vírus da 
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dengue, da febre amarela, da febre do chikungunya e do Zika (KENNEY; BRAULT, 
2014; MUSSO; GUBLER, 2016). Contrariamente a essa preferência mais específica, 
o comportamento alimentar mais zoofílico e oportunista de algumas espécies de 
mosquitos do gênero Culex, dentre elas Culex (Culex) quinquefasciatus (Say 1823), 
permite que patógenos, como o vírus do Nilo Ocidental e o vírus da encefalite de 
Saint Louis, sejam transmitidos a diferentes espécies de vertebrados que amplificam 
a capacidade de infecção do agente (principalmente aves), mantendo-os circulante 
em um determinado ambiente (HAMER et al., 2009; DIAZ et al., 2016).  
Muitos agentes patogênicos transmitidos por mosquitos vetores são de 
grande importância para a saúde pública e economia, exigindo estratégias e 
investimento para o controle destes (GUBLER, 2002). A plasticidade do 
comportamento alimentar de algumas espécies de culicídeos pode dificultar métodos 
de controle direcionados a mosquitos preferencialmente antropofílicos. Como 
algumas espécies que frequentemente se alimentam de sangue humano (por 
exemplo as do gênero Anopheles) também se alimentam de fontes sanguíneas não 
humanas, as mesmas sustentam a transmissão de patógenos como os causadores 
da malária e se tornam os principais vetores destes agentes (KEVEN et al., 2017). 
Além da transmissão de arbovírus, protozoários, bactérias e nematóides que 
podem representar riscos à saúde humana, de animais domésticos e silvestres 
(KUNO; CHANG, 2005; YU et al., 2013; LIESNER et al., 2016), a presença destes 
no mosquito pode interferir em seu comportamento de busca por vertebrados. 
Mosquitos infectados com parasitos podem: necessitar de maiores quantidades de 
sangue durante o repasto; buscar alimento mais frequentemente; ter a busca e a 
atratividade por vertebrados reduzida ou aumentada de acordo com o estádio 
infeccioso em que o parasito se encontra. Em estudos experimentais com 
protozoários causadores da malária e nematóides filariais, sugeriu-se que essa 
alteração no comportamento alimentar poderia espalhar os parasitos mais 
rapidamente entre as fontes alimentares, potencializando a transmissão (KOELLA et 
al., 1998; GLEAVE et al., 2016). 
 
1.2 IDENTIFICAÇÃO DOS VERTEBRADOS ATRAVÉS DO REPASTO SANGUÍNEO 
 
Conhecer o hábito alimentar dos mosquitos e as interações que estes 
estabelecem com os vertebrados, são essenciais para melhor compreensão de sua 
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biologia, do processo co-evolutivo das interações e da ecologia da transmissão de 
determinados microrganismos (KENT, 2009; FARAJI et al., 2014). A identificação 
das fontes alimentares permite não somente investigar as preferências dos 
culicídeos, mas também melhor compreender a história de vida e as influências que 
a seleção destes hábitos tiveram ou têm na aptidão, sucesso reprodutivo e 
sobrevivência de cada espécie (STYER et al., 2007; LYIMO et al., 2012; TAKKEN; 
VERHULST, 2013). Tal conhecimento fornece dados que auxiliam no estudo dos 
fatores que podem interferir na busca e escolha do vertebrado (LYIMO; 
FERGUSON, 2009) e como estas interações estão relacionadas ao contato com 
outros organismos considerados patogênicos e à transmissão destes agentes entre 
as fontes alimentares (CARVER et al., 2009; FARAJOLLAHI et al., 2011; GLEAVE et 
al., 2016). Além disso, pode-se investigar riscos de potenciais vetores e avaliar as 
possíveis transmissões de patógenos, orientando programas de prevenção e 
controle (BRUGMAN et al., 2017; KEVEN et al., 2017). 
A identificação do vertebrado realizada através do repasto sanguíneo 
compreende o desenvolvimento e o aperfeiçoamento de métodos que alcancem os 
melhores resultados tanto quantitativa como qualitativamente. O máximo sucesso de 
identificação diante das condições adversas (e.g. estado de digestão do sangue 
ingerido e preservação do material a ser analisado) e a precisão dos resultados são 
fatores importantes para a determinação das fontes alimentares de insetos 
hematófagos (REEVES et al., 2016). 
 
1.2.1 Métodos de identificação 
 
Muitas técnicas para a determinação das fontes alimentares foram baseadas 
no comportamento alimentar de artrópodes sugadores de sangue, com os culicídeos 
ocupando uma posição de destaque no desenvolvimento destes estudos. Métodos 
laboratoriais, incluindo principalmente técnicas sorológicas e, mais recentemente, 
moleculares receberam grande investimento em pesquisa com o objetivo de 
aumentar a sensibilidade, especificidade e confiança dos resultados obtidos (WEITZ, 
1960; KENT, 2009). 
Dentre os métodos sorológicos, a reação de precipitina e o teste 
imunoenzimático ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) são os mais 
utilizados em estudos de identificação da fonte alimentar de mosquitos. Outras 
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ferramentas, como a inibição da hemaglutinação passiva (TEMPELIS et al., 1976) e 
a técnica do anticorpo fluorescente (MCKINNEY et al., 1972), já foram empregadas 
com o mesmo objetivo, porém, tornaram-se pouco utilizadas e até mesmo inviáveis 
por serem complexas e/ou exigirem o uso de equipamentos mais sofisticados 
(WASHINO; TEMPELIS, 1983). 
O teste de precipitina é uma metodologia considerada de fácil execução a 
qual necessita basicamente da suspensão do sangue ingerido em um diluente e da 
reação direta daquele com um antissoro. Possibilita a detecção de padrões gerais de 
alimentação dos mosquitos, no entanto, devido à sua baixa especificidade, não 
permite a distinção entre espécies de vertebrados estritamente relacionados 
(TEMPELIS, 1975). Consequentemente, limita a identificação da escolha alimentar 
em grandes grupos (e.g. anfíbios, répteis, aves, humanos, bovinos, equinos, 
caninos, felinos, roedores, etc.) ou proporciona resultados mais específicos somente 
através de várias reações que utilizem antissoros disponíveis e próprios para cada 
espécie (WEKESA et al., 1997). Apesar destas considerações, diversos estudos 
utilizam esta técnica há décadas (WILLIAMS et al., 1958; SNOW; BOREHAM, 1973; 
ZIMMERMAN et al., 1985; NIEBYLSKI et al., 1994; SAMUEL et al., 2004), inclusive, 
sendo a principal forma de investigação do hábito alimentar de culicídeos no Brasil, 
utilizada tanto em estudos pioneiros (DEANE et al., 1949; FORATTINI et al., 1987) 
como nos mais atuais (SILVA et al., 2012;  ALENCAR et al., 2015). 
Sumariamente, o teste imunoenzimático ELISA verifica a ocorrência de 
ligação entre o antígeno ou o anticorpo específico do potencial vertebrado e os 
componentes sorológicos da refeição sanguínea dos mosquitos estudados. A 
presença de enzimas ligadas aos anticorpos, na ocorrência da ligação esperada, 
promove a alteração da coloração da reação e através dessa medida se obtém o 
resultado do teste (BEIER et al., 1988). Comparado ao teste de precipitina, o ELISA 
apresenta maior sensibilidade na reação, sendo possível alcançar resultados com 
menores quantidades de sangue ingurgitado. Não supera a reação de precipitina em 
relação à especificidade, precisão, facilidade e baixo custo (GOMES et al., 2001). 
Mesmo assim, alguns estudos utilizaram essa técnica para a determinação do hábito 
alimentar de culicídeos, obtendo bons resultados principalmente em áreas cujas 
fontes alimentares já são conhecidas ou pesquisas que relacionam o hábito 
alimentar e o contato com agentes patogênicos (BARBAZAN et al., 2009; VALERIO 
et al., 2010; MUCCI et al., 2015). 
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Técnicas moleculares baseadas em DNA permitem uma maior 
especificidade na identificação dos vertebrados a partir do sangue ingurgitado, 
fornecendo informações mais detalhadas que possibilitam revisões de dados já 
conhecidos ou novas descobertas. Dentre os diversos métodos moleculares 
fundamentados na Reação em Cadeia de Polimerase (PCR – Polymerase Chain 
Reaction), a técnica de sequenciamento do DNA é uma das mais diretas e 
específicas, ideal para o estudo de artrópodes zoofílicos com grande diversidade 
alimentar, principalmente envolvendo animais silvestres (KENT, 2009). Ela consiste 
basicamente na extração direta do DNA do sangue ingurgitado, amplificação por 
PCR de um fragmento homólogo a diversas sequências de potenciais vertebrados, 
sequenciamento de Sanger do produto da PCR e comparação das sequências 
obtidas com suas correspondentes, idênticas ou similares, em base de dados 
disponíveis (REEVES et al., 2016).  
A técnica de PCR está fundamentada na amplificação de fragmentos 
presentes em regiões codificadoras do DNA animal, principalmente de genes 
mitocondriais. Estes são utilizados como marcadores universais em consequência 
de serem bem conservados entre os táxons do reino animal e exibirem alta taxa de 
mutação, permitindo, através da variação interespecífica, a identificação de 
espécies, inclusive estritamente relacionadas (TAHIR; AKHTAR, 2016). Os primers 
empregados na reação de PCR são desenhados com base nas regiões conservadas 
destes genes, de forma que amplifiquem fragmentos específicos de uma grande 
variedade de vertebrados, mas não do mosquito (KENT, 2009).  
Regiões do gene mitocondrial Citocromo c Oxidase subunidade I (COI) são 
frequentemente utilizadas como marcadores genéticos em estudos de determinação 
da fonte alimentar de mosquitos (REEVES et al., 2016). Por ser o gene padrão da 
codificação do DNA animal (ONDREJICKA et al., 2014) e apresentar uma grande 
diversidade e disponibilidade de suas sequências em banco de dados públicos, a 
identificação da fonte alimentar baseada no COI se torna cada vez mais precisa 
(TOWNZEN et al., 2008). Bancos de dados como o Barcode of Life Data System 
(BOLD – www.barcodingoflife.org) e o Genbank (construído e distribuído pelo 
National Center of Biotechnology Information – NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) 
armazenam bibliotecas referências das sequências de DNA para muitas espécies 
conhecidas, permitindo análises de similaridade e equidade entre sequências alvo e 
as depositadas na plataforma. O BOLD, particularmente para animais, é composto 
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por sequências de regiões do gene COI, originadas de espécimes passíveis de 
revisão taxonômica e depositadas pela comunidade científica mundial com o 
cumprimento de padrões de qualidade impostos (BENSON et al., 2006; 
RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). 
Com a crescente popularidade dos métodos moleculares, aumenta-se 
também a quantidade de estudos que aplicam estas técnicas na identificação de 
fontes alimentares, principalmente de culicídeos (NGO; KRAMER, 2003; MEECE et 
al., 2005; MOLAEI et al., 2008; MURDOCK et al., 2010; FARAJI et al., 2014; 
BÖRSTLER et al., 2016; HERNANDEZ-TRIANA et al., 2017). Além disso, outras 
abordagens de métodos moleculares que envolvem, por exemplo, a identificação 
indireta dos vertebrados foram recentemente utilizadas com a finalidade de 
investigar as interações alimentares estabelecidas por estes insetos (MAKANGA et 
al., 2017).  
Apesar do alto investimento em identificação molecular através do sangue 
dos vertebrados, no Brasil, essa prática está em desenvolvimento, destacando-se 
dois estudos com este propósito e método. O primeiro foi realizado em parques 
urbanos, limitando-se à relação de Culicidae e potenciais fontes alimentares, sem 
identificação em nível específico, focando apenas em grupos de aves e mamíferos 
(CARVALHO et al., 2014). O outro, realizado em áreas peridomiciliares e 
circundantes de Mata Atlântica, apesar de objetivar identificações específicas, 
limitou-se a espécies de Anopheles vetoras da malária, resultando apenas na 
identificação de humanos (KIRCHGATTER et al., 2014). Desta forma, faz-se 
necessário maior aprofundamento na investigação do hábito alimentar de mosquitos 
nativos, principalmente de áreas florestais, evidenciando suas especificidades 
alimentares. 
 
1.2.2 Preservação do DNA do repasto sanguíneo para identificação do vertebrado 
pela técnica de PCR 
 
A identificação do vertebrado baseada na análise do DNA do repasto 
sanguíneo exige que a massa dessa molécula esteja íntegra e em quantidades 
suficientes para que, na utilização de marcadores altamente específicos, o DNA do 
vertebrado possa ser detectado e amplificado pela técnica de PCR (MUKABANA et 
al., 2002a). A degradação do DNA consiste na quebra desta molécula em pequenos 
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fragmentos que não servirão mais como modelo amplificador (GOLENBERG et al., 
1996), sendo que, em artrópodes ingurgitados, tal circunstância pode ser resultado, 
principalmente, da extensão e duração do processo de digestão e/ou das condições 
de armazenamento das amostras até a extração do DNA (OSHAGHI et al., 2006). 
Desta forma, o tamanho do repasto, o tempo de digestão e as condições de 
armazenamento se tornam fatores críticos no isolamento e detecção do DNA 
(COULSON et al., 1990). 
Em culicídeos, a ação enzimática degrada imediata e progressivamente o 
DNA após a ingestão do sangue em um processo que dura entre 48 e 60 horas, com 
atividade máxima em até 30 horas após a alimentação (BILLINGSLEY; HECKER, 
1991). Esse período de maior pico de digestão coincide com as maiores 
possibilidades de detecção do DNA, em que a amplificação por PCR é mais bem-
sucedida quando a interrupção da digestão ocorre em até 32h após a ingestão do 
sangue, diminuindo significativamente com o avanço do grau digestivo, mas 
podendo ser positiva até 72 horas depois, tal como registrado em testes laboratoriais 
(CHOW-SHAFFER et al., 2000; NGO; KRAMER, 2003). O tempo decorrido desde a 
ingestão do sangue até a obtenção da amostra e paralisação da digestão determina 
a quantidade e a qualidade do DNA presente no intestino do mosquito e, 
consequentemente, o sucesso da amplificação por PCR e identificação  da fonte 
alimentar (OSHAGHI et al., 2006).  
Além da redução do sucesso de amplificação do DNA causada pelos 
avançados graus de digestão do sangue, a preservação inadequada do mosquito 
alimentado com sangue pode reduzir as chances de bons resultados (MUKABANA 
et al., 2002b). A preocupação com a preservação do DNA a ser extraído de 
amostras de sangue não é uma questão recente (SEUTIN et al., 1991). O 
armazenamento das amostras até o processo de extração do DNA deve priorizar a 
integridade desta molécula, pois, logo após a morte do espécime, processos 
autolíticos e oxidativos rapidamente fragmentam as moléculas de DNA, dificultando 
a amplificação por PCR. O estoque em longo prazo de tecidos animais em geral é 
preferencialmente realizado entre as temperaturas de -70 e -80 °C, pois a maioria 
deste tipo de amostra permanece indefinidamente estável para a extração do DNA 
sob estas condições (PRENDINI et al., 2002).  
Esta metodologia é rotineiramente empregada na preservação do DNA 
sanguíneo presente em mosquitos ingurgitados com a finalidade de evitar a 
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degradação do DNA do vertebrado (MACKAY et al., 2010; MUÑOZ et al., 2011; 
MARTÍNEZ-DE LA PUENTE et al., 2012; THIEMANN et al., 2012; MARTÍNEZ-DE LA 
PUENTE et al., 2013; FARAJI et al., 2014; KEK et al., 2014). Já outros estudos 
utilizam apenas baixas temperaturas, como a de -20 °C, para tal propósito 
(DANABALAN et al., 2014; SCHÖNENBERGER et al., 2016; HERNANDEZ-TRIANA 
et al., 2017). Porém, esta temperatura de armazenamento, juntamente com o tempo 
de estoque, pode limitar o sucesso da amplificação por PCR, pois longos períodos 
de armazenamento, mesmo nesta baixa temperatura, aumentam a fragmentação da 
molécula de DNA (HARA et al., 2015). 
Como os mosquitos coletados em campo apresentam diferentes graus de 
digestão do sangue ingurgitado, podendo diminuir significativamente o sucesso da 
amplificação pela técnica de PCR, é importante analisar as melhores possibilidades 
de resultados bem-sucedidos de acordo com a condição do repasto sanguíneo. Da 
mesma forma, pelo fato do tempo de armazenamento também ser um fator limitante 
do sucesso de amplificação e que nem sempre é possível o estoque a -80 °C, é 
fundamental identificar os limiares de tempo de armazenamento em baixas 
temperaturas, inclusive utilizando a alternativa de -20 °C como uma possibilidade 
para estudos de hábitos alimentares de culicídeos. Tais informações podem 
aperfeiçoar o planejamento de estudos de campo, potencializar os resultados e 
diminuir as limitações e custos de armazenamento de amostras em temperaturas 
ultra baixas. Com isso, regiões onde o conhecimento específico sobre a alimentação 
de culicídeos ainda é limitado podem investir mais esforços neste tipo de estudo e 
estabelecer novas perspectivas que enfatizem os mosquitos vetores, as interações 
com humanos e animais silvestres, as especificidades de seleção alimentar e os 
riscos de transmissão de patógenos, podendo se estender a ações de controle 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Identificar e caracterizar o hábito alimentar de culicídeos de área urbana e florestal 
do município de Paranaguá. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Conhecer as interações alimentares estabelecidas entre culicídeos e 
vertebrados por meio da análise do DNA do sangue ingerido; 
 Analisar o sucesso da amplificação do DNA do sangue quando este apresenta 
diferentes graus de digestão; 
 Analisar o sucesso da amplificação do DNA do sangue ingurgitado em 
mosquitos armazenados até o processo de extração em diferentes 
temperaturas e períodos; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Os culicídeos utilizados foram procedentes de campo (área urbana e florestal) 
e de laboratório (colônia Rockefeller). Fêmeas ingurgitadas coletadas foram 
identificadas quanto ao gênero ou espécie de culicídeo e classificadas segundo o 
grau de digestão do sangue de acordo com a escala de Sella. Posteriormente foram 
submetidas à análise molecular (extração e amplificação do DNA) e destinadas à 
verificação da interferência do grau de digestão na amplificação por PCR e à 
identificação do vertebrado (FIGURA 1). Fêmeas criadas em laboratório foram 
alimentadas com sangue de camundongo e armazenadas a -20 °C ou -80 °C por um 
período de 30 a 180 dias. A cada 30 dias, fêmeas estocadas em cada temperatura 
passaram pelo processo de análise molecular, verificando-se a interferência das 
condições de armazenamento na amplificação do DNA (FIGURA 2). 
 
 
Figura 1 – Fluxograma da metodologia aplicada às fêmeas de culicídeos coletadas em área urbana 
(Ilha dos Valadares) e florestal (Parque Estadual do Palmito) de Paranaguá, PR. Culicídeos 
identificados, classificados de acordo com o grau de digestão do sangue ingurgitado e submetidos à 
análise molecular com a finalidade de analisar a interferência do grau de digestão na amplificação do 




Figura 2 – Fluxograma da metodologia aplicada às fêmeas de Ae. aegypti criadas em laboratório, 
alimentadas com sangue de camundongo e estocadas a -20°C ou -80 °C por um período de 30 a 180 
dias. Fêmeas submetidas à análise molecular, verificando-se a interferência da temperatura e período 
de armazenamento na amplificação do DNA. 
 
3.1 ÁREA DE ESTUDO 
 
Paranaguá é um dos sete municípios que compõe o litoral paranaense, 
situando-se na Planície Litorânea do Estado, localizando-se entre a latitude 
25°31’14” ao sul e longitude 48º30’34” a oeste. Compreende uma extensão 
superficial de aproximadamente 826 mil km2, limitando-se com todos os demais 
municípios litorâneos (Antonina e Guaraqueçaba ao norte, Guaratuba e Matinhos ao 






Figura 3 – Mapa do Brasil e respectivos Estados, com destaque para o Paraná, região de Paranaguá 
(laranja) e seus limites com os demais municípios do litoral paranaense. Fonte: Adaptado de QGis, 
2017. 
 
Assim como toda a Planície Litorânea, Paranaguá é caracterizado pela 
ocorrência de chuvas bem distribuídas durante o ano e nenhum período de seca, 
tendo os meses de dezembro, janeiro e fevereiro como os mais quentes, sendo o 
último o mais quente de todos (temperatura média acima de 22 °C). Nesse 
município, o índice pluviométrico médio anual está em torno de 2.000 e 2.200 mm, 
com grande influência da altitude, da Serra do Mar e do oceano sobre suas 
características climáticas que fazem com que o clima predominante seja do tipo Cfa 




Devido a sua posição geográfica, Paranaguá apresentou intenso 
crescimento urbano-populacional entre os anos de 1991 e 2000, tendo a atividade 
portuária como a principal prática econômica da região (ESTADES, 2003), com 
população estimada em mais de 152 mil habitantes em 2017 (IBGE, 2018). Diante 
deste cenário, o presente estudo explorou duas localidades deste município, uma 
área urbana (Ilha dos Valadares) e outra florestal (Parque Estadual do Palmito – 





Figura 4 – Localização das áreas de estudo no município de Paranaguá, PR. Área urbana (Ilha dos 
Valadares) próxima ao centro do município e área florestal (Parque Estadual do Palmito com sua 
antiga área de extensão) a sudoeste. Fonte: Adaptado de Google Maps, 2017. 
 
3.1.1 Ilha dos Valadares 
 
A Ilha dos Valadares é considerada um dos maiores bairros do município de 
Paranaguá, possuindo 4,2 km de comprimento e entre 0,5 a 2,0 km de largura, com 
superfície de aproximadamente 5 km2. É uma ilha fluvial situada no Complexo 
Estuarino de Paranaguá e está localizada a 290 m do continente. Sua margem 
direita é banhada pelo rio Itiberê onde está localizada a ponte que liga Valadares ao 
centro de Paranaguá e o serviço de transporte por balsa. A margem esquerda é 
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banhada pelo rio dos Correias que se encontra com o rio Itiberê ao sul no chamado 
canal do Cidrão e ao norte está a Ilha da Cotinga (FELISBINO; ABRAHÃO, 2016). 
O relevo de Valadares é irregular, estando o ponto mais elevado situado ao 
sul, a 5 m da margem do rio, e o mais baixo no nível deste, localizado ao norte, 
sendo um ambiente de manguezal que sofre com inundações (FELISBINO; 
ABRAHÃO, 2016). Tal ecossistema mantém muitas espécies vegetais nativas, mas 
aproximadamente 90% da vegetação original foi suprimida durante o processo de 
ocupação e fixação de moradias na ilha (FLÓREZ, 2005). 
A ocupação territorial e construções de moradias levaram ao 
desenvolvimento da região, formando uma rede complexa e desordenada de ruas 
(pavimentadas ou não), becos e vielas, abrigando em torno de 26.000 habitantes 
(FLÓREZ, 2005; IBGE, 2010). As moradias são diversificadas e contrastantes, 
ocorrendo desde diversas construções de casas ocupando o mesmo terreno até 
ocupações com ambientes característicos do campo, bastante arborizados e 
comportando pequenas criações de animais domésticos com galinhas e gansos 
(FELISBINO; ABRAHÃO, 2016). 
A ilha dos Valadares não possui um sistema eficiente de tratamento de 
esgoto, havendo ligações diretas do esgoto doméstico com os rios Itiberê e dos 
Correias. Muitos moradores ainda despejam o esgoto sanitário diretamente no rio e 
a quantidade de lixo acumulado em vias públicas, terrenos e margens dos rios é 
uma questão presente, mesmo com um serviço de coleta urbana (FELISBINO; 
ABRAHÃO, 2016). 
 
3.1.2 Parque Estadual do Palmito 
 
O atualmente conhecido como Parque Estadual do Palmito (PEP), desde 
sua criação, em junho de 1998, era chamado de Floresta Estadual do Palmito, a 
qual era enquadrada na categoria de Unidade de Conservação de Uso Sustentável 
que possibilitava, em sua área de 5,3 km2, a exploração dos recursos naturais junto 
com a conservação do meio ambiente (PARANÁ, 1998; BRASIL, 2000).  Com o 
reenquadramento da área e alteração para a categoria de Parque, em junho de 
2017, a mesma teve sua extensão ampliada para 17,824 km2 (FIGURA 5) e passou 
a ser uma Unidade de Proteção Integral, com a manutenção do ecossistema livre de 
alterações antrópicas, permitindo apenas o uso indireto dos recursos naturais, como 
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por exemplo, em pesquisas científicas, atividades de educação ambiental, recreação 




Figura 5 – Áreas de ampliação (marrom e amarelo) da antiga Floresta Estadual do Palmito (azul), 
estabelecendo o atual Parque Estadual do Palmito. Fonte: Paraná, 2017. 
 
O parque possui uma infraestrutura que dispõe de trilhas de acesso, 
escritório de administração, residência dos funcionários, alojamento para 
pesquisadores, laboratório para pesquisa, guarita, centro de visitantes, sanitários e 
estacionamento. É uma Unidade administrada pelo Instituto Ambiental do Paraná 
(IAP) bastante importante por ser uma das áreas de remanescentes de Mata 
Atlântica que abriga corpos d’água (permanentes como os rios e provisórios como 





Figura 6 – Parque Estadual do Palmito. A: Trilha principal de acesso à área florestal; B: Conjunto de 
bromélias que compõe a flora; C: Corpo d’água ao lado da trilha principal; D: Estacionamento e 
administração na entrada do parque; E: Residência dos funcionários. 
 
O histórico de exploração e ocupação da área faz com que diversos 
ambientes estejam em diferentes estádios de regeneração florestal natural e outros 
permaneçam bem conservados.  Os 100 anos de ocupação humana e o cultivo de 
abacaxi e mandioca baseado na agricultura de corte e queima foram determinantes 
para a formação de um mosaico de diferentes estádios de sucessão que são 
resumidos em: floresta jovem (21 anos; copas com aproximadamente 8 m de altura; 
baixa diversidade), floresta imatura (34 anos; copas com 12 m; diversidade média) e 
floresta de sucessão tardia (59 anos; altura das copas de 16 m; alta diversidade) 
(SIMÕES; MARQUES, 2007). A flora é representada por diversas espécies 
arbóreas, epífitas e lianas (CARRANO, 2006), incluindo bromélias que são 
importantes criadouros naturais para algumas espécies de mosquitos (CONSOLI, 
OLIVEIRA, 1994) (FIGURA 6B). 
Nesta localidade, além da presença da Floresta Ombrófila Densa de Terras 
Baixas, a influência oceânica e fluvial definiram outros dois ecossistemas: o 
manguezal e a restinga (CARRANO, 2006). Essas três diferentes formações 
vegetais abrigam mais de 235 espécies de aves, algumas destas migratórias da 
América do Norte e Central, sendo o grupo mais bem explorado e com maior 
número de registros na área (CARRANO, 2006; MESTRE et al., 2007). Também 
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está documentada na literatura a presença de 32 espécies de anfíbios (LEIVAS, 
2014) e 19 espécies de morcegos (RUBIO et al., 2014), além de relatos da presença 
de primatas como sagui-de-tufo-preto (PASSOS et al., 2007). Como o parque ainda 
não possui um plano de manejo que forneça uma lista de espécies de vertebrados 
mais detalhada, por meio de registros de animais mortos por atropelamento na 
rodovia que dá acesso ao parque, supõe-se que répteis como teiús e mamíferos 
como gambás, tatu-galinha e cachorro-do-mato também habitem a área estudada 
(CARRANO, 2006). 
Uma grande variedade de culicídeos, com mais de 40 espécies, já foi 
registrada no PEP (SANTOS et al., 2016), destacando-se estudos sobre diversidade 
(BONA; NAVARRO-SILVA, 2008), registro de novas espécies (MÜLLER et al., 
2008), taxonomia (ASSUMPÇÃO, 2012), fisiologia (BONA; NAVARRO-SILVA, 2010) 
e ecologia (KUWABARA, 2008) de mosquitos. Porém, tanto nesta área como em 
todo o município de Paranaguá, ainda não há pesquisas sobre a interação destes 
com vertebrados e suas preferências alimentares. 
 
3.2 COLETA, ARMAZENAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS CULICÍDEOS 
 
As coletas dos mosquitos foram realizadas durante os meses de outubro de 
2016 a março de 2017, abrangendo as estações de primavera, verão e outono, 
sendo o verão a estação com mais frequência de visitações (TABELA 1). Os 
culicídeos foram coletados com auxílio de aspirador de Nasci acoplado a bateria de 
12 V, o qual foi usado para aspirar mosquitos que estavam repousando em algum 
substrato (parede, baldes, vasos, sucatas) ou vegetação arbustiva ou que eram 
atraídos pela presença dos próprios coletores, mas impedidos de se alimentarem 
dos mesmos por meio do uso de: repelentes, luvas, botas, roupas e acessórios que 
protegiam o corpo e a cabeça. A aspiração foi realizada no período da manhã (entre 
8h e 12h) e à tarde (entre 13h e 16h), com o auxílio de dois a três aspiradores 
utilizados simultaneamente por um período de 10 minutos em cada ponto de coleta, 
totalizando um esforço amostral de 710 minutos dos quais 580 foram realizados em 





Tabela 1 – Distribuição do esforço amostral total (em minutos) de acordo com o local, data e horários 
amostrados. Área urbana: Ilha dos Valadares; Área florestal: PEP (Parque Estadual do Palmito). 
 
Data Local Tempo de Aspiração (minutos) Horário do Sol 
25/10/2016 Ilha dos Valadares 60 (peridomicílio) 14:30-15:30 
28/11/2016 Ilha dos Valadares 50 (peridomicílio) + 20 (intradomicílio) 08:30-11:00 
08/12/2016 PEP 80 (Trilha 1) 09:00-10:30 
14/02/2017 PEP 110 (Trilha 2) 11:00-13:00 
17/02/2017 PEP 80 (Trilha 1) 8:30-09:50 
23/02/2017 PEP 70 (Trilha 3) 09:20-10:40 
16/03/2017 PEP 120 (Trilha 4) 09:30-11:30 
22/03/2017 PEP 120 (Trilha 4) 09:40-11:40 
 
Os pontos de coletas da área urbana foram definidos pelos profissionais da 
Secretaria de Estado da Saúde, Primeira Regional de Saúde de Paranaguá, que são 
responsáveis pelo acompanhamento epidemiológico de arboviroses e 
desenvolvimento de estratégias de combate a vetores de todo o litoral paranaense. 
Desta forma, esses profissionais de saúde tiveram melhores condições de informar 
quais eram os pontos com maior frequência de mosquitos. Tais locais foram 
caracterizados como residências e terrenos abandonados ou usados para 
armazenamento de materiais recicláveis. Nas residências, as coletas aconteceram 
no peridomicílio (FIGURA 7), sendo realizada na área intradomiciliar somente 
quando autorizado pelo morador e quando acompanhado por agente de saúde 










Figura 7 – Coleta de culicídeos realizada no peridomicílio de residências da Ilha dos Valadares. 
Exemplo de locais utilizados como abrigo e onde alguns dos culicídeos foram aspirados. 
 
No PEP, as coletas foram realizadas utilizando o método de transecto, tendo 
como base a trilha principal e trilhas adjacentes a esta, em pontos georreferenciados 
por GPS portátil. A partir da trilha principal, foram percorridos entre 100 e 250 m das 
trilhas adjacentes, coletando-se os mosquitos desde a borda destas trilhas até o 
interior da vegetação a uma distância perpendicular de até 100 m em vários pontos 
amostrados. As coletas ocorreram no início da trilha principal (trilha 1), a 111 m 
desta (trilha 2), a 487 m da trilha 2 (trilha 3) e a 618 m de distância da trilha 3 (trilha 
4), percorrendo um total de aproximadamente 1,2 km da trilha principal. A 
amostragem foi dividida em início da trilha principal (trilhas 1 e 2), meio (trilha 3 
distanciando aproximadamente 460 m da área residencial, sendo a mais próxima 






Figura 8 – Pontos de amostragem do PEP. Trilha principal de acesso (azul) e trilhas adjacentes 1 a 4 
(laranja) onde foram realizadas as coletas percorrendo caminhos perpendiculares a estas (seta 
amarela). Pontos 1 e 2 no início da trilha, ponto 3 no meio e mais próximo da área residencial, com 
distância de aproximadamente 460 metros e ponto 4 o mais distante e mais interno na área de mata. 
Fonte: Adaptado de Google Earth, 2017. 
 
Após coletados, os culicídeos foram acondicionados em caixa térmica 
contendo nitrogênio líquido, na qual a temperatura foi monitorada com auxílio de 
termohigrômetro digital, não atingindo temperaturas superiores a -4 °C. No interior 
da caixa, os mosquitos foram sacrificados e preservados até a chegada ao 
Laboratório de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC2) do 
Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Em 
laboratório, todos os mosquitos coletados foram transportados para o freezer com 
temperatura de -80 °C, onde permaneceram armazenados até a identificação e 
posterior análise molecular. 
Os exemplares coletados foram separados em machos e fêmeas as quais, 
apresentando o abdômen ingurgitado, foram identificadas em nível específico sob 
mesa refrigerada com temperatura em torno de 1 a 4 °C, com o auxílio de 
microscópio estereoscópico e chaves de identificação contidas em Consoli e Oliveira 
(1994), Forattini (2002) e Lane (1953a, b). Para a otimização da identificação do 
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culicídeos, de forma que esta ocorresse mais rapidamente e com maior 
possibilidade de preservação do DNA do sangue ingurgitado, foram levantadas as 
espécies já registradas no PEP segundo trabalhos publicados (BONA; NAVARRO-
SILVA, 2008; SANTOS et al., 2016) ou coletas realizadas na área, permitindo a 
montagem de um catálogo fotográfico. Os espécimes utilizados na elaboração do 
catálogo estão depositados na Coleção Entomológica Padre Jesus Santiago Moure 
(DZUP-UFPR) os quais foram fotografados por câmera Axion Cam ERc5s acoplada 
a microscópio Carl Zeiss Discovery V20. Das 45 espécies levantadas, que serviram 
como guias para a identificação morfológica e possuíam espécimes depositados na 
coleção entomológica (TABELA 2), foram fotografados o corpo inteiro do mosquito 
em vista lateral, as pernas, a pleura, o escudo, o escutelo, o occipício, a probóscide 
e palpos, os tergitos, os esternitos e a asa (FIGURA 9). 
 
Tabela 2 – Culicídeos presentes no PEP segundo dados levantados em trabalhos publicados e 
registros na Coleção Entomológica Padre Jesus Santiago Moure. Espécies utilizadas na confecção 
do catálogo fotográfico e como guia para a identificação morfológica dos culicídeos. 
 
Espécies de culicídeos 
Anophelinae 
Anopheles (Anopheles) mediopunctatus/costai 
Anopheles (Kerteszia) bellator Dyar & Knab, 1906 
Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 
Culicinae: Aedini 
Aedes (Georgecraigius) fluviatilis (Lutz, 1904) 
Aedes (Ochlerotatus) crinifer (Theobald, 1903) 
Aedes (Ochlerotatus) fulvus (Wiedemann, 1828) 
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 
Aedes (Ochlerotatus) serratus (Theobald, 1901) 
Aedes (Ochlerotatus) serratus/hastatus 
Aedes (Ochlerotatus) serratus/nubilus 
Aedes (Ochlerotatus) hastatus/serratus/oligopistus 
Aedes (Sallumia) hortator Dyar & Knab, 1907 
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1895) 
Psorophora (Janthinosoma) albipes (Theobald, 1907) 
Psorophora (Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) 
Psorophora (Janthinosoma) lutzii (Theobald, 1901) 
Culicinae: Culicini 
Culex complexo coronator 
Culex (Culex) coronator Dyar & Knab, 1906 
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Espécies de culicídeos (Continuação) 
Culex (Culex) declarator Dyar & Knab, 1906 
Culex (Culex) mollis Dyar & Knab, 1906 
Culex (Culex) nigripalpus Theobald, 1901 
Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823 
Culex (Melanoconion) pedroi Sirivanakarn & Belkin, 1980 
Culex (Melanoconion) ribeirensis Forattini & Sallum, 1985 
Culex (Melanoconion) sacchettae Sirivanakarn & Jakob, 1982 
Culex (Microculex) imitator Theobald, 1903 
Culicinae: Mansoniini 
Coquillettidia (Rhynchotaenia) chrysonotum (Peryassú, 1922) 
Mansonia (Mansonia) fonsecai (Pinto, 1932) 
Culicinae: Sabethini 
Limatus durhamii Theobald, 1901 
Limatus flavisetosus de Oliveira Castro, 1935 
Limatus paraensis (Theobald, 1903) 
Runchomyia (Runchomyia) reversa (Lane & Cerqueira, 1942) 
Runchomyia (Runchomyia) theobaldi (Lane & Cerqueira, 1942) 
Sabethes (Peytonulus) aurescens (Lutz, 1905) 
Wyeomyia (Menolepis) leucostigma Lutz, 1904 
Wyeomyia (Phoniomyia) davisi (Lane & Cerqueira, 1942) 
Wyeomyia (Phoniomyia) galvaoi (Correa & Ramalho, 1956) 
Wyeomyia (Phoniomyia) incaudata Root, 1928 
Wyeomyia (Phoniomyia) cf. lassalli (Bonne-Wepster & Bonne, 1921) 
Wyeomyia (Phoniomyia) lopesi (Correa & Ramalho, 1956) 
Wyeomyia (Phoniomyia) pallidoventer (Theobald, 1907) 
Wyeomyia (Phoniomyia) quasilongirostris (Theobald, 1907) 
Wyeomyia (Prosopolepis) confusa (Lutz, 1905) 
Wyeomyia (Spilonympha) mystes/finlayi 
Wyeomyia (Wyeomyia) abebela/melanopus 
 
Durante a identificação das fêmeas coletadas, todas as que se encontravam 
ingurgitadas ou potencialmente com sangue no abdômen foram separadas 
individualmente em microtubos de 1,5 mL e preservadas novamente a -80 °C até a 
etapa de análise molecular. Já no início desta etapa, durante o processo de extração 
do DNA, foi possível verificar a existência ou não de sangue nas fêmeas que 
deixaram alguma dúvida durante a triagem do material coletado e, com a 
constatação da ausência deste tipo de alimento, estas não foram contabilizadas 




Figura 9 – Fotos de Limatus durhamii utilizadas na confecção do catálogo fotográfico, exemplificando 
o padrão de fotografia seguido para todas as espécies registradas no PEP. A: corpo inteiro em vista 
lateral; B: pernas (tarsômeros); C: pleura; D: escudo; E: escutelo; F: occipício; G: probóscide e 
palpos; H: tergitos; I: esternitos; J: asa. 
 
Como o método de coleta por aspiração pode danificar algumas estruturas 
morfológicas que são essenciais para a identificação dos culicídeos (e.g. escamas e 
pernas), nesses casos, a identificação foi determinada com base em métodos 
moleculares para a determinação segura da espécie ou do subgênero. Destes 
exemplares, o abdômen ingurgitado foi separado do tórax para a realização da 










3.2.1 Identificação molecular dos culicídeos 
 
a) Extração do DNA 
 
O protocolo de extração utilizado nesta etapa foi o descrito por Bona et al. 
(2012). Com auxílio de um homogeneizador, as partes de cada mosquito foram 
maceradas individualmente em microtubos de 1,5 mL adicionado de 160 µL de 
solução de lise (TrisHCl 0,5M + NaCl 4M + EDTA 0,5M), seguido da adição de 25 µL 
de dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e incubação em banho sorológico a 60 ºC por 
30 minutos para a concretização da lise das células. A desproteinização foi 
alcançada através da adição de 50 µL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) em 
cada amostra e centrifugação por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi 
transferido para um novo microtubo onde foram adicionados 80 µL de acetato de 
amônio (7,5 M) e 400 µL de álcool 96%, seguido da homogeneização por inversão e 
incubação em congelador a -20 ºC por 30 minutos para a precipitação do DNA. Após 
este período, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 13.000 rpm, 
seguido do descarte do sobrenadante e adição de 400 µL de álcool 70% para 
lavagem do precipitado. As amostras foram centrifugadas novamente por 5 minutos 
a 13.00 rpm e descartado o sobrenadante cuidadosamente. Para a secagem, as 
amostras foram colocadas em estufa a 40 ºC por aproximadamente 30 minutos, 
seguido da ressuspensão do DNA em 30 µL de TE (TrisHCl 0,5M + EDTA 50mM + 
Água MilliQ) e quantificação do DNA em espectrofotômetro NanoDrop®. As 
amostras foram armazenadas a -20 ºC até a Reação em Cadeia de Polimerase 
(PCR). 
 
b) Amplificação por PCR 
 
A amplificação de um fragmento de 650 pb do gene mitocondrial Citocromo c 
Oxidase subunidade I (COI) foi realizada utilizando os primers universais para 
invertebrados LCO 1490 (5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3') e seu 
reverso HCO 2198 (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3')  (FOLMER et 
al., 1994), baseando-se no protocolo de PCR utilizado por Wang et al. (2012). 
Assim, para o preparo da reação foram adicionados 1X o tampão enzima (Sigma), 
3,16 mM de MgCl2 (1,5 mM já contido no tampão da enzima + 1,66 mM do MgCl2 
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Termo Scientific), 0,2 mM de mix dNTP (Amresco), 0,4 µM de cada um dos primers, 
1U da enzima Taq DNA Polimerase (Sigma), um volume de DNA extraído com 
concentração de aproximadamente 40 ng/µL e um volume de água para completar 
30 µL de solução final. Para a amplificação, foi realizada uma desnaturação inicial 
por 1 minuto a 94 ºC, seguida de seis ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 
45 °C e 1 minuto a 72 °C, mais 36 ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 
51 °C e 1 minuto a 72 °C, com extensão final de 5 minutos a 72 °C. 
O processo de verificação da amplificação, purificação, sequenciamento, 
edição das sequências e comparação nos bancos de dados foram os mesmo 
utilizados na análise molecular do sangue ingurgitado descrita a seguir. Foram 
consideradas como espécies identificadas somente as que apresentaram 
similaridade de 100% e espécimes com valores abaixo deste foram classificados até 
o nível de subgênero ou gênero. 
 
3.3 ANÁLISE MOLECULAR DO SANGUE INGURGITADO 
 
Para a definição dos protocolos aplicados no presente estudo, previamente, 
foram realizados testes das seguintes etapas: extração do DNA, amplificação, 
purificação e sequenciamento. Tais testes foram executados utilizando mosquitos 
Aedes aegypti da colônia Rockefeller mantida no LAMFIC2, cujas fêmeas foram 
alimentadas com o sangue de camundongos Swiss (Mus musculus) provenientes do 
biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR (Protocolo 719 aprovado pelo 
Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA/UFPR). 
Foram utilizadas 12 fêmeas de Ae. aegypti que tiveram repasto sanguíneo 
disponível por aproximadamente 30 minutos e se apresentavam totalmente 
ingurgitadas. Após o repasto, elas foram mortas por resfriamento a -20 °C, 
colocadas individualmente em microtubos e preservadas a -80 °C. Com os 
protocolos já estabelecidos, nas etapas de trabalho molecular que se seguiram com 
os mosquitos coletados em campo, o DNA do sangue extraído a partir das fêmeas 
testadas foi utilizado como controle positivo da amplificação, e, para cada reação de 






3.3.1 Extração do DNA 
  
O protocolo de extração do DNA utilizado foi o chamado HotSHOT, que foi 
testado por Truett et al. (2000) e aplicado por Alcaide et al. (2009) e Martínez-de la 
Puente et al. (2013) na extração de DNA do sangue presente em abdômen de 
insetos hematófagos. Segundo este protocolo, foram adicionados 50 µL de solução 
de lise (NaOH 25mM + EDTA 0,2 mM, pH 12,0) em microtubos de 0,2 mL e, com o 
auxílio de pinças e ponteiras esterilizadas, o abdômen do mosquito foi pressionado 
contra a parede do microtubo até ser seccionado e colocado inteiramente na 
solução. Com o auxílio da ponteira, o abdômen foi retirado e o sangue foi misturado 
até se dissolver totalmente. Esse processo foi repetido para cada mosquito 
individualmente, de forma cuidadosa para que não houvesse mistura e 
contaminação das amostras que durante este processo foram mantidas sob 
temperatura inferior a 4 °C. 
Após a dissolução do sangue, a solução foi incubada em termociclador a 
95 °C durante 30 minutos, e, logo após esse processo, colocada em gelo por quatro 
a cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 50 µL de solução de neutralização 
(Tris-HCl 40 mM, pH 5,0), homogeneizando cuidadosamente as amostras. Após a 
quantificação do DNA realizada em espectrofotômetro NanoDrop®, as amostras 




Os primers utilizados foram desenvolvidos por Alcaide et al. (2009) com 
base na sequência do gene mitocondrial COI de vertebrados das classes Amphibia, 
Reptilia, Aves e Mammalia. O primer universal (M13BC-FW 5’-TGT AAA ACG ACG 
GCC AGT HAA YCA YAA RGA YAT YGG NAC-3’) foi projetado com o seu reverso 
(BCV-RV1 5’-GCY CAN AYY ATN CYY RTR W-3’) para impedir a co-amplificação de 
DNA de invertebrados, permitindo a identificação específica somente de vertebrados 
(ALCAIDE et al., 2009). 
Dependendo do tempo decorrido após o repasto, alguns mosquitos 
coletados já apresentavam o sangue presente no intestino médio parcialmente 
digerido e com menor quantidade de DNA do vertebrado. Para aumentar o sucesso 
da PCR em especificidade e sensibilidade, juntamente com os primers mencionados 
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acima, foi desenhado um segundo par de primer (TABELA 3) com a finalidade de 
estabelecer a re-amplificação do produto da primeira PCR (Nested PCR). Desta 
forma, a segunda PCR utilizou o primer M13 (5’-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3’), 
que é uma cauda de extensão na extremidade 5’ do primer M13BC-FW, junto com o 
reverso modificado da primeira PCR, o primer BCV-RV2 (5’-ACY ATN CCY ATR 
TAN CCR AAN GG-3’) (ALCAIDE et al., 2009). 
 
Tabela 3 – Pares de primers utilizados na amplificação de fragmentos do gene COI de vertebrados. 
 
Primer Sequência (5’ – > 3’) 
 M13BC-FW TGT AAA ACG ACG GCC AGT HAA YCA YAA RGA YAT YGG NAC 
BCV-RV1 GCY CAN AYY ATN CYY RTR W 
M13 GTA AAA CGA CGG CCA GTG 
BCV-RV2 ACY ATN CCY ATR TAN CCR AAN GG 
 
3.3.3 Amplificação por PCR e sequenciamento 
 
Os protocolos de PCR também foram baseados em Alcaide et al. (2009), 
porém, sofrendo adaptações após os testes com as fêmeas da colônia Rockeffeler. 
Tais adaptações geraram para a primeira PCR uma solução de volume final de 
30 µL contendo 1X o tampão da enzima (Sigma), 3,16 mM de MgCl2 (1,5 mM já 
contido no tampão da enzima + 1,66 mM do MgCl2 Termo Scientific), 0,5 mM de mix 
dNTP (Amresco), 10 µg de BSA (Albumina Sérica Bovina), 5% de DMSO, 0,66 µM 
de cada um dos primers M13BC-FW e BCV-RV1, 1U da enzima Taq DNA 
Polimerase (Sigma) e um volume de DNA extraído com concentração entre 70 e 
150 ng/µL. As condições de amplificação foram: desnaturação inicial de 4 minutos a 
94 °C, seguida de 39 ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 45 °C e 
1 minuto a 72 °C, com extensão final de 7 minutos a 72 °C, em termociclador (Bio-
Rad). 
Como durante os testes para estabelecimento dos protocolos foi observado 
que algumas amostras que não amplificaram na primeira PCR obtinham sucesso na 
segunda, optou-se por sempre realizar ambas as reações para todas as amostras, 
como uma forma de economia de tempo e obtenção de melhores resultados. Desta 
forma, na segunda PCR (Nested PCR) foram preparados 30 µL de solução contendo 
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1X o tampão da enzima (Sigma), 5,66 mM de MgCl2 (1,5 mM já contido no tampão 
da enzima + 4,16 mM do MgCl2 Termo Scientific), 0,66 mM de mix dNTP (Amresco), 
5 µg de BSA (Albumina Sérica Bovina), 5% de DMSO, 0,33 µM de cada um dos 
primers M13 e BCV-RV2, 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Sigma) e 1,0 µL do 
produto da primeira PCR. Para essa PCR, as condições de amplificação foram: 
desnaturação inicial de 3 minutos a 94 °C, seguida do protocolo Touchdown de 16 
ciclos de redução da temperatura de anelamento de 60 °C para 45 °C (- 1 °C/ciclo) 
com 1 minuto de extensão a 72 °C e 40 segundos de desnaturação a 94 °C, seguido 
de 24 ciclos de 40 segundos a 94 °C, 45 °C e 72 °C, com extensão final de 
7 minutos a 72 °C. O tamanho esperado do fragmento amplificado após a segunda 
PCR varia entre 750 e 900 pb. 
Os produtos da segunda PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 
agarose 1% em TBE, com verificação da amplificação em transiluminador. As 
amostras com amplificação positiva foram submetidas à purificação e preparadas 
para o sequenciamento. 
No processo de purificação foi utilizando o QIAquick® PCR Purification Kit 
(Quiagen) conforme as seguintes orientações do fabricante: em tubo com coluna 
removível foram adicionados 20 µL de amostra e 100 µL de Buffer, centrifugado por 
60 segundos a 13.000 rpm, adicionados 750 µL de Buffer PE à coluna, centrifugado 
por 60 segundos, descartado o filtrado e centrifugado novamente, adicionados 25 µL 
de Buffer EB à coluna em novo tubo e após 10 minutos de espera centrifugado 
novamente por 60 segundos. Quando necessário, as amostras com DNA purificado 
foram colocadas em estufa até atingirem a concentração de aproximadamente 
20 ng/µL. 
Após a purificação, as amostras foram enviadas para o sequenciamento no 
Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco, Setor de 
Sequenciamento de DNA da Universidade de São Paulo (USP). As reações para 
sequenciamento de DNA Sanger foram realizadas com BigDye® Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e o sequenciamento em equipamento 






3.3.4 Identificação do vertebrado 
 
As sequências foward e reverse foram alinhadas com MUSCLE do programa 
MEGA 6 e suas consensos foram geradas pelo programa BioEdit Sequence 
Alignment Editor versão 7.2.5 que também foi usado para fazer as edições manuais 
com base nos cromatogramas das mesmas. A identificação foi feita por comparação 
através da ferramenta BLAST usando bancos de dados de sequências de DNA 
como o Barcoding of Life Data Systems (BOLD: http://www.barcodinglife.org/index.p
hp/IDS_OpenIdEngine) e o National Center for Biotechnology Information (Genbank: 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências foram atribuídas a uma 
espécie em particular somente quando apresentaram similaridade ≥ 98%. 
 
3.5 ANÁLISE DOS DADOS 
 
A caracterização alimentar das espécies de culicídeos foi realizada através da 
construção de uma tabela que relaciona a espécie de mosquito com o vertebrado 
utilizado como fonte de repasto.  
A área urbana foi subdividida em intra e peridomiciliar e a área florestal em 
início, meio e ponto mais distante amostrado da trilha principal com a finalidade de 
se analisar o uso do hábitat tanto do mosquito como do vertebrado e verificar a 
existência de uma relação entre as características das espécies e o hábito alimentar 
apresentado pelos culicídeos. 
 
3.6 SUCESSO DA AMPLIFICAÇÃO POR PCR 
 
Para a verificação da amplificação do DNA do sangue ingerido pelas fêmeas 
após a primeira e segunda PCR foram utilizados três fatores que podem interferir no 
sucesso desta técnica: o grau de digestão do sangue, a temperatura de 
armazenamento e o período de armazenamento do mosquito ingurgitado até a 







3.6.1 Grau de digestão 
 
Nesta etapa, foram utilizadas todas as fêmeas ingurgitadas coletadas na área 
urbana, pois eram espécies permitiram a fácil visualização do sangue ingerido ou de 
ovos no abdômen. Com relação às fêmeas da área florestal, foram utilizadas apenas 
aquelas que possibilitaram uma classificação segura e confiável do status de 
digestão e a estimativa visual da quantidade de sangue presente no intestino.   
O grau de digestão foi mensurado de acordo com a escala de Sella (FIGURA 
10), a qual é comumente utilizada para determinar o status de frescor do sangue 
ingurgitado de acordo com as características visuais aparentadas no abdômen do 
inseto. As pontuações empregadas nesta escala foram baseadas no processo de 
digestão do sangue e no desenvolvimento dos ovários da fêmea, sendo divididos em 
sete estádios, em que: 1= abdômen não ingurgitado, sem sangue ou ovos; 2= 
abdômen total ou quase completamente ingurgitado com sangue de tom vermelho 
intenso, até 6h após a alimentação; 3= abdômen parcialmente ingurgitado com 
sangue escuro (aproximadamente 18h após o repasto); 4= praticamente metade do 
abdômen com sangue escuro e metade sem sangue (fêmea meio grávida após 24h 
de digestão); 5= um pouco menos da metade do abdômen preenchida com sangue 
negro (fêmea sub grávida com digestão entre 30h e 36h); 6= apenas a parte anterior 
e ventral do abdômen contendo sangue negro e parte restante com ovários em 
desenvolvimento (fêmea grávida após 48h); 7= abdômen cheio, mas sem sangue 
visível ou com ovos completamente desenvolvidos após aproximadamente 54h 
(DETINOVA et al., 1962; MARTÍNEZ-DE LA PUENTE et al., 2013).  
As fêmeas ingurgitadas caracterizadas entre as pontuações 2 e 6 da escala 
de Sella foram submetidas às etapas de análise molecular conforme mencionado, 
verificando o sucesso da amplificação após a PCR e eletroforese. As fêmeas da 
área urbana, classificadas com a pontuação 7, foram testadas quanto a 
amplificação, porém, após a análise molecular e verificação de que o resultado era 
sempre negativo para este grau de digestão, cessaram-se as análises das fêmeas 
da área florestal que estavam sob esta condição, as quais não foram contabilizadas 
nas análises desta etapa. O número correspondente ao estádio de digestão foi 
comparado com o sucesso da amplificação através do não paramétrico Wilcoxon 
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Figura 10 – Representação dos diferentes graus de digestão do sangue ingerido por Ae. aegypti e 
sua correspondência à pontuação da escala de Sella. 
 
3.6.2 Temperatura e período de armazenamento 
 
Na análise do sucesso da amplificação de acordo com a temperatura e o 
período de armazenamento, foram utilizadas 36 fêmeas da colônia Rockefeller, 
alimentadas com sangue de camundongos até preenchimento completo do 
abdômen. As fêmeas foram selecionadas aleatoriamente e, após o repasto, foram 
mortas por congelamento a -20 ºC e individualizadas em micro tubos de 1,5 mL. 
A conservação do DNA foi comparada, por meio do sucesso da amplificação, 
entre as temperaturas de -20 ºC e -80 ºC nos períodos de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 
dias. Para cada teste de temperatura e período, foram utilizadas três fêmeas que 
estavam sob as mesmas condições, sendo submetidas aos mesmos protocolos de 
extração e PCR utilizados para as amostras de campo, verificando o sucesso da 
amplificação por meio de eletroforese em gel de agarose e leitura em 
transiluminador. O sucesso em ambas as temperaturas testadas foi comparado de 







Foi coletado um total de 3.087 mosquitos, sendo 1.136 machos e 1.951 
fêmeas das quais 155 (7,94%) estavam ingurgitadas. Do total de mosquitos 
coletados, 377 (12,21%) eram representantes da área urbana e 2.710 (87,79%) da 
área florestal. Na Ilha dos Valadares, 205 eram machos e 172 fêmeas, sendo que 81 
destas (47,10%) apresentaram o intestino com alguma quantidade de sangue 
ingerido. Do total de culicídeos aspirados no PEP, 931 eram machos e 1.779 
fêmeas, das quais 74 (4,16%) efetivamente exibiam o abdômen ingurgitado com 
sangue (TABELA 4). 
 
Tabela 4 – Número de Culicidae amostrados na Ilha dos Valadares e no PEP. Quantificação por sexo 
e status alimentar das fêmeas. 
 
Área estudada Machos Fêmeas sem sangue Fêmeas com sangue Total 
Ilha dos Valadares 205 91 81 377 
PEP 931 1.705 74 2.710 
Total 1.136 1.796 155 3.087 
 
As 155 fêmeas ingurgitadas passaram pelas etapas de análise molecular, 
porém, apenas 54 (34,84%), correspondentes a sete espécies de culicídeos (An. 
cruzii, Ae. fluviatilis, Ae. scapularis, Ps. ferox, Cx. quinquefasciatus, Cx. mollis e Cx. 
intrincatus), mais quatro subgêneros [Ae. (Ochlerotatus), Cx. (Culex), Cx. 
(Melanoconion) e Cx. (Microculex)] e um gênero (Limatus) tiveram sua fonte 
alimentar identificada (TABELA 5). 
O total de mosquitos com vertebrados identificados como fonte alimentar não 
engloba duas fêmeas, uma de Culex quinquefasciatus e outra de Wyeomyia sp., que 
apresentaram a amplificação bem-sucedida, tiveram o fragmentos sequenciados, 
porém, estes não foram similares a qualquer vertebrado com sequência depositada 
em ambos os bancos de dados utilizados (TABELA 5). Estas sequências 
apresentaram alto índice de picos duplos que impossibilitaram a edição das 
mesmas, sugerindo a ocorrência de repastos múltiplos em espécies de diferentes 
vertebrados. A sequência reverso de Wyeomyia sp., embora caracterizada como 
uma mistura de sangues, apresentou uma pequena parte do fragmento com picos 
relativamente bem definidos a qual foi analisada nos bancos de dados e identificada 
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como Homo sapiens, sugerindo que este mosquito se alimentou tanto de um 
vertebrado não identificado como de humanos. Esta fêmea foi coletada no meio da 
trilha principal, sendo a única com a fonte alimentar parcialmente identificada neste 
ambiente mais próximo da área residencial urbana perto do PEP. Ainda que não 
tenha sido possível identificar todos os vertebrados destes repastos múltiplos, estas 
fêmeas contribuíram com o resultado de fêmeas com amplificação bem-sucedida 
segundo o grau de digestão apresentado. 
 
Tabela 5 – Espécies de culicídeos coletadas em ambas as áreas de estudo (Ilha dos Valadares e 
PEP). Número de espécimes representados somente por fêmeas que estavam visivelmente 
ingurgitadas com sangue e quantidade de vertebrados identificados por espécie ou gênero de 
culicídeos com respectivas proporções sobre o total de identificação bem-sucedida. * Um espécime 
sequenciado, mas não identificado. ** Identificação molecular. 
 





Subfamília Anophelinae   
       Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 2 2     (3,70) 
Subfamília Culicinae   
    Tribo Aedini   
       Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) 1 - 
       Aedes (Georgecraigius) fluviatilis (Lutz, 1904) 3 1     (1,85) 
       Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 10 3     (5,55) 
       Aedes (Ochlerotatus) spp. ** 2 2     (3,70) 
       Aedes spp. 5 - 
       Psorophora (Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) 5 2     (3,70) 
       Psorophora (Janthinosoma) sp.  2 - 
    Tribo Culicini   
       Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823 92* 36  (66,70) 
       Culex (Culex) mollis Dyar & Knab, 1906 ** 1 1    (1,85) 
       Culex (Culex) sp. ** 1 1    (1,85) 
       Culex (Melanoconion) intrincatus Brèthes, 1916 ** 1 1    (1,85) 
       Culex (Melanoconion) sp. ** 1 1    (1,85) 
       Culex (Microculex) spp. 14 3    (5,55) 
       Culex spp. 10 - 
    Tribo Sabethini   
       Limatus sp. 2         1    (1,85) 
       Sabethes spp. 2                 - 
       Wyeomyia sp. ** 1*   -  
Total 155 54   (100) 
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Cinquenta mosquitos tiveram os vertebrados identificados com similaridade 
entre 98% e 100% os quais foram distribuídos em 17 espécies, sendo uma de 
anfíbio, três de mamíferos e 13 de aves. Quatro vertebrados apresentaram 
similaridade entre 86% e 92%, sendo três que corresponderam a várias espécies de 
diferentes gêneros de aves e um foi identificado como anfíbio. No caso das aves, foi 
considerado como principal vertebrado o gênero que apresentou maior similaridade 
com a sequência de DNA analisada (Tinamidae, Crypturellus spp.), sendo utilizado 
apenas como um representante do grupo de aves. Já no caso do anfíbio, foi 
considerado somente o resultado obtido no Genbank e utilizado o gênero com maior 
similaridade que se repetiu mais frequentemente (Hylidae, Trachycephalus sp.) 
(TABELA 6). Na análise do sucesso da amplificação, estes resultados foram 
considerados positivos, favorecendo as pontuações adquiridas na escala de Sella. 
 
Tabela 6 – Vertebrados identificados como fonte alimentar. Classificação segundo a classe, ordem, 
família e espécie, com nome popular, área amostrada e ambiente de coleta da fêmea ingurgitada. I. 
V: Ilha dos Valadares; PEP: Parque Estadual do Palmito; D: Ponto mais distante da trilha principal; I: 
início da trilha principal; In: intradomicílio; Pe: peridomicílio. 
 
Espécie de vertebrado Nome popular Área  Ambiente 
Amphibia – Anura – Hylidae     
        Scinax argyreornatus (Miranda-Ribeiro, 1926) Pererequinha PEP I 
        Trachycephalus sp - PEP D 
Aves    
   Tinamiformes – Tinamidae     
       Tinamus solitarius (Vieillot, 1819) Macuco PEP I 
       Crypturellus spp. - PEP I; D 
   Galliformes – Phasianidae     
       Gallus gallus Linnaeus, 1758 Galinha I. V Pe; In 
   Pelecaniformes – Ardeidae     
       Nyctanassa violacea (Linnaeus, 1758) Savacu-de-coroa I. V Pe 
   Columbiformes – Columbidae     
       Patagioenas picazuro (Temminck, 1813) Pombão PEP I 
   Galbuliformes – Bucconidae     
      Malacoptila striata (Spix, 1824) Barbudo-rajado PEP I 
   Passeriformes    
     Thamnophilidae    
       Herpsilochmus rufimarginatus (Temminck, 1822) Chorozinho-de-asa-vermelha PEP I 










Espécie de vertebrado Nome popular Área Ambiente 
  Passeriformes (Continuação)    
    Conopophagidae    
      Conopophaga melanops (Vieillot, 1818) Cuspidor-de-máscara-preta PEP I 
    Turdidae    
       Turdus albicollis Vieillot, 1818 Sabiá-coleira PEP I; D 
       Turdus amaurochalinus Cabanis, 1850 Sabiá-poca I. V Pe 
       Turdus flavipes Vieillot, 1818 Sabiá-una PEP I 
       Turdus rufiventris Vieillot, 1818 Sabiá-laranjeira PEP D 
    Passeridae    
       Passer domesticus (Linnaeus, 1758) Pardal I. V Pe 
Mammalia    
  Perissodactyla    
    Equidae    
       Equus caballus Linnaeus, 1758 Cavalo PEP I 
  Carnivora    
    Canidae    
       Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758 Cachorro I. V Pe 
  Primates    
    Hominidae    










4.1 CARACTERIZAÇÃO DO HÁBITO ALIMENTAR  
 
Das 54 fêmeas de mosquitos que tiveram sua fonte alimentar identificada, 29 
foram pertencentes à Ilha dos Valadares e 25 ao PEP, tendo os humanos como a 
única espécie comumente identificada em ambas as áreas. 
Na Ilha dos Valadares, as 29 fêmeas de culicídeos, representadas por 27 
indivíduos de Cx. quinquefasciatus, um espécime Cx. intrincatus e um de Ae. 
scapularis, alimentaram-se de seis espécies de vertebrados, incluindo aves 
(68,96%) e mamíferos (31,04%). Dentre as aves, espécie de galinha (G. gallus) foi a 
mais representativa a qual, juntamente com espécies de aves silvestres que 
frequentemente habitam o ambiente urbano, como os passeriformes identificados, 
contribuiu com o alto índice de ornitofilia apresentado por Cx. quinquefasciatus. O 
pelecaniforme N. violacea que eventualmente pode habitar o ambiente urbano, 
59 
 
principalmente quando há manguezais próximos (GIANUCA, 2007), foi utilizado 
como alimento por Cx. intrincatus e aumentou a importância deste grupo de 
vertebrado como fonte alimentar de mosquitos na área urbana. Os mamíferos 
identificados foram cachorros e humanos registrados em igual proporção na 
alimentação de Cx quinquefasciatus que compartilhou a seleção de cachorro com 
Ae. scapularis (TABELA 7). 
 
Tabela 7 – Espécies de vertebrados utilizadas como fonte alimentar de culicídeos presentes em área 
urbana (Ilha dos Valadares). Total de indivíduos identificados em nível específico segundo a espécie 
de culicídeo e quantidade de espécimes identificados por espécie de vertebrado, distribuídas 






    Vertebrados identificados por classe  
Aves Mamíferos 
Ae. scapularis 1  C. lupus familiaris (1) 
 
Cx. intrincatus 1 N. violacea (1) 
 
 
Cx. quinquefasciatus 27 G. gallus (17) C. lupus familiaris (4) 
  P. domesticus (1) H. sapiens (4) 
  T. amaurochalinus (1)  
Total 29 20 9 
 
Dos 377 culicídeos amostrados na área urbana, 294 estavam no peridomicílio 
e 83 no intradomicílio. Embora o total de fêmeas coletadas nos arredores (143 
fêmeas - 83,14%) e no interior das residências (29 fêmeas - 16,86%) tenha sido 
proporcional ao esforço amostral realizado em cada ambiente, 110 (84,61%) e 20 
(15,39%) minutos, respectivamente, o número de fêmeas ingurgitadas coletadas por 
minuto foi superior no ambiente intradomiciliar. Quando comparado ao peridomicílio, 
o interior das residências apresentou menor tempo de amostragem por aspiração e 
menor coleta de fêmeas ingurgitadas, porém, o elevado número de fêmeas 
coletadas por minuto dentro das residências pode indicar uma maior concentração 







Tabela 8 – Total de culicídeos, tempo de aspiração e total de fêmeas coletadas por ambiente urbano 
amostrado (peri e intradomicílio), destacando-se a quantidade de fêmeas ingurgitadas e o número de 


















Peridomiciliar 294 110 (84,61) 143 (83,14) 65 0,60 
Intradomiciliar 83 20 (15,39) 29 (16,86) 16  0,80 
Total 377 130 (100) 172 (100) 81  0,60 
 
No peridomicílio, as fêmeas se alimentaram principalmente de aves (19 
espécimes de todas as espécies registradas) e cachorros (todos os cinco espécimes 
resultantes). Humanos tiveram sua representatividade na área urbana devido aos 
mosquitos coletados no ambiente intradomiciliar, onde todas as fêmeas (quatro) 
correspondentes a Cx. quinquefasciatus tiveram esse vertebrado como fonte 
alimentar, exceto por uma que havia se alimentado de galinha (TABELA 9).  
 
Tabela 9 – Total de fêmeas coletadas no peri e intradomicílio dos locais amostrados na área urbana, 
distribuídas conforme a classificação dos vertebrados identificados. 
 
Vertebrados identificados Peridomicílio Intradomicílio 
Aves silvestres 3 - 
Galinha (G. gallus) 16 1 
Cachorro (C. lupus familiaris) 5 - 
Humano (H. sapiens) - 4 
Total 24 5 
 
As 25 fêmeas ingurgitadas do PEP que tiveram os vertebrados identificados 
foram representadas pelas espécies An. cruzii,  Ae. fluviatilis, Ae. scapularis, Ps. 
ferox, Cx. quinquefasciatus e Cx. mollis, além de espécimes de Ae. (Ochlerotatus), 
Cx. (Culex), Cx. (Melanoconion), Cx. (Microculex), e Limatus sp. As 12 espécies e 
dois gêneros de vertebrados identificados nesta área compreenderam 
representantes de aves silvestres (68%), mamíferos (24%) e anfíbios (8%) que 
foram utilizados de forma variada de acordo com cada espécie ou subgênero de 




Tabela 10 – Classes de vertebrados utilizadas como fonte alimentar por cada subgênero ou espécie 
de culicídeo amostrada no PEP. 
 
Subgênero ou espécie de culicídeo Aves Mamíferos Anfíbios 
Culex quinquefasciatus X   
Culex mollis X   
Culex (Culex) spp. X   
Culex (Melanoconion) spp. X   
Limatus spp. X   
Aedes (Ochlerotatus) spp. X   
Aedes fluviatilis  X  
Psorophora ferox  X  
Anopheles cruzii  X  
Aedes scapularis X X  
Culex (Microculex) spp. X  X 
 
Nove espécies e um gênero de aves foram utilizados como fontes de repasto 
principalmente por espécies de Culex spp. e Aedes (Ochlerotatus) spp.. Dentre os 
mamíferos registrados, a maioria foi identificada como humanos que serviram de 
alimento para An. cruzii, Ae. fluviatilis e Ps. ferox, ocorrendo um repasto registrado 
com sangue de cavalo, utilizado como alimento por Ae. scapularis. Dois anfíbios 
distintos foram utilizados como fonte alimentar de Cx. (Microculex) spp. que também 
se alimentou de ave. O único registro de vertebrado utilizado como fonte alimentar 
de Limatus sp. contribuiu com o aumento da porcentagem de aves na área 
estudada, sendo identificado apenas pelo gênero Crypturellus cujo sangue também 












Tabela 11 – Espécies de vertebrados utilizadas como fonte alimentar de culicídeos presentes na área 
florestal (PEP). Total de indivíduos identificados em nível específico segundo a espécie de culicídeo e 
quantidade de espécimes identificados por espécie de vertebrado (números entre parênteses), 
distribuídas segundo a classe. 
 
Espécies de culicídeos 
Total de 
indivíduos 
     Vertebrados identificados por classe 
       Anfíbios          Aves  Mamíferos 
An. cruzii 2   H. sapiens (2) 
     
Ae. fluviatilis 1   H. sapiens (1) 
 
Ae. scapularis 2  P. leucoptera (1) E. caballus (1) 
 
Aedes (Ochlerotatus) spp. 
 
2  Crypturellus spp.(2)*  
Ps. ferox 2   H. sapiens (2) 
 
Cx. quinquefasciatus 9  C. melanops (1) 
H. rufimarginatus (3) 
M. striata (1) 
 
   T. solitarius (1) 
T. albicollis (1) 
T. flavipes (1) 
 





1  T. albicollis (1) 
 
 
Cx. (Culex) sp. 
 
1  T. albicollis (1) 
 
 
Cx. (Melanoconion) sp. 
 
1  C. melanops (1)  
Cx. (Microculex) spp. 3 S. argyreornatus (1) 
Trachycephalus sp. (1) 
 
T. rufiventris (1)  
Limatus sp. 1  Crypturellus spp.(1)* 
 
 
Total 25 2 17 6 
 
Dos 2.710 mosquitos coletados no PEP, 1.053 foram amostrados no início da 
trilha principal (trilhas 1 e 2), 408 no meio (trilha 3) e 1.249 no ambiente mais 
distante (trilha 4). No início da trilha, foram coletadas 601 fêmeas não ingurgitadas e 
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48 ingurgitadas. Já no meio, este número foi de 333 fêmeas não ingurgitadas e sete 
ingurgitadas e, no ambiente mais distante amostrado, de 771 e 19, respectivamente. 
Em cada um destes ambientes foi realizado um esforço amostral de 270, 70 e 240 
minutos respectivamente, resultando, em média, na coleta de 0,17 fêmeas 
ingurgitadas por minuto no início da trilha, 0,1 no meio e 0,08 no ponto mais distante. 
Quanto às fêmeas não ingurgitadas, o número de espécimes aumentou de 2,22 
fêmeas coletadas por minuto do início da trilha para 4,76 no meio, diminuindo para 
3,2 fêmeas no ambiente mais distante (TABELA 12). Estes dados estabeleceram 
uma relação negativa entre a quantidade de fêmeas ingurgitadas coletadas por 
minuto e a distância percorrida em direção ao interior do parque, com a amostragem 
daquelas diminuindo conforme a coleta passou do início para o interior florestal. 
Quando consideradas apenas fêmeas não ingurgitadas coletadas por minuto, 
estabeleceu-se uma relação curvilínea entre a quantidade de fêmeas nesta condição 
e a distância percorrida adentro a área florestal, com maiores quantidades de fêmea 
no meio da área amostrada (FIGURA 11). 
 
Tabela 12 – Tempo de aspiração, total de culicídeos e total de fêmeas não ingurgitadas e 
ingurgitadas coletadas em cada ambiente amostrado no PEP (início, meio e mais distante amostrado 
da trilha principal), destacando-se o número de fêmeas coletadas por minuto. 
 
Ambiente amostrado 












Início (Trilhas 1 e 2) 270 1.053 601 (2,22) 48 (0,17) 
Meio (Trilha 3) 70 408 333 (4,76) 7 (0,1) 
Mais distante (Trilha 4) 240 1.249 771 (3,2) 19 (0,08) 
Total 580 2.710 1.705 (2,94) 74 (0,13) 
 
As aves identificadas como fontes alimentares no PEP foram agrupadas 
segundo o hábito de ocupação territorial mais comum para cada espécie. Desta 
forma, de acordo com Ridgely et al. (2015), o grupo de aves de borda foi composto 
por H. rufimarginatus, T. flavipes, T. rufiventris e P. picazuro e o grupo de aves de 
interior foi formado por C. melanops, P. leucoptera, T. albicollis, T. solitarius e M. 
striata. Devido à diversidade de hábito das espécies de Crypturellus, este gênero 




Figura 11 – Ambientes amostrados no PEP e quantidade de fêmeas coletadas por minuto em relação 
à distância percorrida adentro à área florestal e em cada ambiente. Pontos de coleta no início da trilha 
principal (I), meio (M) e mais distantemente amostrado (D). A – Relação negativa estabelecida entre a 
quantidade de fêmeas ingurgitadas coletadas por minuto e o aumento da distância percorrida adentro 
ao parque. B – Relação estabelecida entre a quantidade de fêmeas não ingurgitadas amostradas por 
minuto e a distância percorrida. 
 
Das 48 fêmeas ingurgitadas coletadas no início da trilha principal, 15 tiveram 
os vertebrados identificados, sendo 11 espécimes de aves (cinco indivíduos de 
borda, cinco de interior e um de Crypturellus spp.), três de mamíferos (dois humanos 
e um cavalo) e uma de anfíbio, totalizando 10 espécies de vertebrados. A 
amostragem das sete fêmeas ingurgitadas no meio resultou em nenhuma 
identificação bem-sucedida. Já no ponto mais distante da trilha principal, localizado 
mais no interior do PEP, as 19 fêmeas alimentadas com sangue proporcionaram a 
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identificação de 10 vertebrados, sendo seis espécimes de aves (um indivíduo de 
borda, três de interior e dois de Crypturellus spp.), três humanos e um anfíbio, 
resultando em cinco espécies de vertebrados (TABELA 13). Não houve uma relação 
claramente estabelecida entre o hábito territorial das aves e o ambiente de captura 
do mosquito ornitofílico uma vez que a distribuição destes vertebrados pareceu não 
se limitar à estratificação horizontal do ambiente, possibilitando sua a movimentação 
entre a borda e o interior. Além da maior quantidade de fêmeas ingurgitadas 
coletadas no início da trilha principal, com maior quantidade de espécimes 
identificados, este ambiente também apresentou maior diversidade de vertebrados 
identificados quando comparado ao ponto mais distante e internamente amostrado 
(TABELA 13). 
 
Tabela 13 – Número de espécimes e espécies de vertebrados identificados em fêmeas coletadas no 
início da trilha principal e no ponto mais distante amostrado, com aves agrupadas segundo o hábito 
de ocupação territorial. * Ausência de correspondência entre o hábito territorial da ave utilizada como 




           Início                                    Ponto mais distante 
     Espécime              Espécie                Espécime              Espécie 
Anfíbios 1 1 1 1 
Aves de borda 5 3  1* 1 
Aves de interior  5* 4 3 2 
Crypturellus spp. 1 - 2 - 
Cavalo (E. caballus) 1 1 - - 
Humano (H. sapiens) 2 1 3 1 
Total 15 10 10 5 
 
A maioria dos gêneros e espécies de mosquitos ingurgitados foi amostrada 
nos três ambientes de coleta estabelecidos no PEP, exceto An. cruzii, cujos 
espécimes que apresentaram estas condições foram coletados no ponto mais 
distante amostrado. Esta espécie teve apenas humano identificado em duas fêmeas 
coletadas neste ambiente.  
Outras espécies que também utilizaram humanos como fonte alimentar foram 
Ps. ferox e Ae. fluviatilis, respectivamente, coletadas no ponto mais distante e no 
início da trilha, com este último ambiente também contendo o registro da fêmea de 
Ae. scapularis que se alimentou de sangue de equino. Por apresentar a maior 
quantidade de espécimes identificados, o ponto de coleta localizado no início da 
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trilha principal não só abrangeu a maior diversidade de culicídeos que tiveram os 
vertebrados identificados, incluindo as espécies de Cx. (Microculex) spp. e Limatus 
sp., como também conteve a maior heterogeneidade de classes utilizadas como 
fonte de repasto, compreendendo todas as espécies de mamíferos, uma de anfíbio e 
a maioria das espécies de aves identificadas. 
Do total de fêmeas ingurgitadas, 59,35% foram identificadas como Cx. 
quinquefasciatus que também foi a espécie mais representativa em cada área 
estudada (90% na Ilha dos Valadares e 25,7% no PEP). Além disso, esta espécie 
teve o maior número de espécimes identificados (66,70%), apresentando maior 
diversidade de fontes alimentares em relação às espécies de vertebrados, sendo 
estas em sua maioria aves (77,78%). Outros subgêneros de Culex, exceto 
Microculex, tiveram aves como fontes alimentares identificadas tanto na área urbana 
como na florestal. Fêmeas de Ae. scapularis que tiveram sucesso na identificação 
de sua fonte de repasto e foram comumente coletadas em ambas as áreas 
estudadas se alimentaram de duas espécies de mamíferos não humanos e de ave 
(área florestal).  
 
4.2 SUCESSO DA AMPLIFICAÇÃO POR PCR – GRAU DE DIGESTÃO 
 
Foram utilizados 110 mosquitos ingurgitados da Ilha dos Valadares, dos quais 
81 foram classificados com as pontuações entre 2 e 6 da escala de Sella e 29, por 
não permitirem a visualização de sangue ou já apresentarem a formação de ovos, 
foram pontuados com o índice 7. A verificação do sucesso da amplificação de 
acordo com o grau de digestão foi negativa para todas as fêmeas com pontuação 7 
e, por isso, as demais fêmeas do PEP classificadas nesta condição não foram mais 
utilizadas no estudo. Também é importante ressaltar que sete fêmeas desta área 
(três que não amplificaram e quatro com amplificação positiva e vertebrados 
identificados) não permitiram a classificação do sangue presente no intestino em 
nenhum índice da escala, não sendo contabilizadas nesta parte do estudo. Assim, 
das 74 fêmeas da área florestal as quais apresentaram sangue no intestino, 67 
permitiram a classificação segura quanto ao grau de digestão e contribuíram com os 
resultados alcançados nesta etapa. 
Diante dos critérios de escolha das fêmeas e dos números expostos acima, 
um total de 148 mosquitos ingurgitados foram classificados de acordo com a escala 
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de Sella (entre os índices 2 e 6), passaram por todas as análises moleculares e 
foram analisados quanto ao sucesso da amplificação por PCR. Deste total de 
fêmeas, 52 (35,14 %) tiveram a amplificação bem-sucedida e 96 (64,86 %) não 
amplificaram. A distribuição das fêmeas utilizadas, a quantidade de amplificações 
por pontuação da escala e a porcentagem de sucesso sobre cada índice estão 
representadas na Tabela 14. 
 
Tabela 14 – Número de fêmeas ingurgitadas e de amplificações por pontuação da escala de Sella, 
com porcentagem de sucesso referente a cada índice. 
 
Escala de Sella Fêmeas ingurgitadas Amplificações (%) 
2 50 24 (48) 
3 30 14 (47) 
4 12 3 (25) 
5 17 4 (24) 
6 39 7 (18) 
Total 148 52 
 
Foi observada uma relação significativa entre o aumento do grau de digestão 
do sangue (coeficiente da escala de Sella) e a diminuição do sucesso da 
amplificação (p<0,01, Wilcoxon Rank Sum Test). Embora algumas amostras em 
avançado grau de digestão tivessem amplificação bem-sucedida, principalmente na 
pontuação 6, a qual resultou em 18% de amplificação em fêmeas com esta 
classificação (TABELA 14), as maiores taxas de sucesso ocorreram nas amostras 
com sangue mais fresco classificadas nos coeficientes 2 e 3 da escala de Sella. 
Estas taxas reduziram significativa e progressivamente a partir do índice 4, em 
sangues mais digeridos (a partir de 24h após a ingestão). 
 
4.3 SUCESSO DE AMPLIFICAÇÃO POR PCR – TEMPERATURA E PERÍODO DE 
ARMAZENAMENTO 
 
O sucesso da amplificação segundo a temperatura e o período de 
armazenamento até a extração do DNA do sangue presente em fêmeas da colônia 
Rockefeller totalmente ingurgitadas, no decorrer de 30 a 180 dias, resultou na 
positividade de todas as amostras testadas (100%) em cada período para o 
armazenamento à -20 ºC. O acondicionamento à temperatura de -80 ºC demonstrou 
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desempenho equivalente, porém, após 150 dias, uma das três amostras testadas 
para esta temperatura não amplificou, apresentando sucesso de amplificação de 




Figura 12 – Sucesso da amplificação do DNA do sangue presente em fêmeas de Ae. aegypti 
armazenadas a -80 ºC e -20 ºC por 30 a 180 dias até a extração do DNA. A amostragem de três 
fêmeas totalmente ingurgitadas em cada temperatura e período testados resultou no sucesso da 





A identificação molecular da fonte alimentar das espécies de culicídeos 
proporcionou o conhecimento específico das interações estabelecidas com os 
principais vertebrados e forneceu dados que permitiram a caracterização e 
investigação dos padrões de busca por diferentes fontes de repasto. A obtenção 
destes resultados dependeu do sucesso de amplificação alcançado através da 
técnica de PCR que exigiu a preservação do DNA do sangue do vertebrado. O 
período e a temperatura de armazenamento não interferiram na qualidade do DNA 
extraído a partir do sangue presente em mosquitos totalmente ingurgitados, 
tornando o grau de digestão o principal fator de insucesso na identificação do 
vertebrado. A amplificação bem-sucedida de fragmentos de DNA revelou a 
diversidade alimentar dos mosquitos de Paranaguá presentes em área urbana e 
florestal de Mata Atlântica, incluindo espécies de anfíbios, aves e mamíferos 
utilizadas como fonte de repasto por mosquitos mais ou menos generalistas. 
A grande quantidade de fêmeas coletadas (1.951 indivíduos) e a pequena 
porcentagem de seus representantes ingurgitados (7,94% - 155 espécimes) se 
destacaram nos resultados obtidos, porém, esta é uma condição que varia 
principalmente de acordo com o período anual (BLOSSER et al., 2016), a área de 
estudo (KEK et al., 2014) e o método de coleta (FARAJI et al., 2014). Embora 
algumas pesquisas apresentem quase 70% dos espécimes coletados representados 
por fêmeas ingurgitadas (SCHÖNENBERGER et al., 2016), em outras, esta taxa 
pode estar em torno de menos de 1% (FARAJI et al., 2014). Esta variação pode 
estar relacionada às diferentes técnicas de coleta empregadas (e.g. armadilhas com 
diferentes compostos atrativos; armadilhas luminosas) e à área estudada (e.g. 
zoológicos; áreas urbanas), refletindo uma dificuldade considerável neste tipo de 
estudo, conforme experimentado e relatado por Murdock et al. (2010). 
Diante destas limitações de coleta, cada fêmea é um indivíduo importante 
para a caracterização alimentar das espécies de culicídeos e a preservação do DNA 
do sangue é fundamental para o sucesso da identificação molecular das fontes de 
repasto. Segundo Coulson et al. (1990), o aumento da sensibilidade na detecção do 
DNA e a amplificação bem-sucedida por PCR são mais facilmente alcançados 
quando os mosquitos são mantidos congelados a temperaturas iguais ou menores 
que -70 ºC. Da mesma forma, Reeves et al. (2016) afirmam que o congelamento a -
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80 ºC é o método mais comumente aceitável para o armazenamento e preservação 
da integridade do DNA do vertebrado, mas que também é importante conhecer os 
limites de baixas temperaturas e períodos de armazenamento mais eficientes para o 
estoque de mosquitos ingurgitados destinados à investigação alimentar.  
Os testes realizados no presente estudo, utilizando mosquitos totalmente 
ingurgitados armazenados por 30 a 180 dias até o processo de extração do DNA, 
demonstraram um sucesso da amplificação por PCR equivalente para as 
temperaturas de -20 ºC e -80 ºC. A única fêmea que não apresentou o mesmo 
sucesso de amplificação foi armazenada a -80 ºC por 150 dias e este fato parece 
estar relacionado à eficiência apresentada por cada protocolo de extração de DNA 
que, mesmo em mosquitos completamente ingurgitados, apresenta taxas de 
insucesso da identificação do vertebrado (MARTÍNEZ-DE LA PUENTE et al., 2013). 
Independente desta amostra, os resultados se assemelham aos encontrados em 
experimentos de armazenamento de amostras de sangue destinado à análise 
molecular, cujos testes a -20 ºC proporcionaram resultados positivos para amostras 
estocadas por 95 dias (ALROKAYAN, 2000) até 20 anos, porém, variando na 
quantidade e qualidade do DNA preservado, sendo aconselhável, para longos 
períodos, o armazenamento em temperaturas ultra baixas já que a integridade do 
DNA neste último caso não se manteve como ocorreu em -80 ºC (HARA et al., 
2015). 
Para mosquitos totalmente ingurgitados, a temperatura de -20 ºC e o 
armazenamento por até 180 dias pareceu suficiente, possibilitando estudos de 
hábitos alimentares mesmo em laboratórios que não possuam freezers de ultra 
baixas temperaturas. Porém, em campo, a perda de moléculas do DNA do 
vertebrado ocasionada pelo processo de digestão dos mosquitos é uma condição 
inevitável que faz com que a combinação do grau de digestão juntamente com a 
temperatura de armazenamento diminua o período de estoque viável para o sucesso 
de amplificação (REEVES et al., 2016). Desta forma, quando as condições mais 
eficientes de preservação são limitadas, a melhor estratégia é o alto planejamento e 
a conciliação entre as coletas dos mosquitos e o processo de extração do DNA. 
Segundo Oshaghi et al. (2006), as condições físicas de armazenamento dos 
mosquitos a 4ºC ou -20 ºC, em até dois dias,  não afetam o sucesso de amplificação 
do DNA que é principalmente influenciado pela extensão do grau de digestão do 
sangue ingurgitado. No presente estudo, o sucesso de amplificação do DNA por 
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PCR diminuiu conforme o grau de digestão do sangue se tornou mais avançado 
(p<0,01), concordando com experimentos laboratoriais que testaram a digestão do 
sangue em quantidade de horas (MUKABANA et al., 2002b; OSHAGHI et al., 2006; 
REEVES et al., 2016) e com pesquisas de campo que mensuram a mesma através 
da escala de Sella (TUTEN et al., 2012; MARTÍNEZ-DE LA PUENTE et al., 2013; 
BRUGMAN et al., 2017). Semelhantemente a estes estudos, os resultados aqui 
obtidos indicaram que os índices 2 e 3 da escala de Sella, digestão entre 6 e 18 
horas, são as condições mais favoráveis para a amplificação dos fragmentos de 
DNA, cujas proporções de sucesso variaram entre 48% e 47%, respectivamente. 
Além do sucesso proporcionado por estes dois índices, todos estes estudos citados 
também apresentaram alta taxa de amplificação no índice 4 (até 24h de digestão) o 
qual, no presente estudo, já demonstrou uma diminuição do sucesso nas PCRs 
realizadas, com êxito de apenas 25%. A redução significativa do sucesso da 
amplificação é relatada unanimemente para os índices 5 e 6 ou após 30h de 
digestão, concordando com a redução das taxas aqui apresentadas, de 24% e 18 %, 
respectivamente. 
Algumas pesquisas apresentaram altas taxas de sucesso de amplificação de 
até 90% (TUTEN et al., 2012; REEVES et al., 2016), principalmente quando 
considerado o sangue mais fresco e menos digerido. A diferença de taxas de 
sucesso entre os estudos ocorre pelo fato de o grau de digestão estar relacionado a 
outros fatores que, em conjunto, podem tornar a amplificação e a identificação do 
vertebrado mais ou menos bem-sucedidas. Fatores como a forma de congelamento 
do sangue logo após a coleta (PRENDINI et al., 2002), o tamanho do fragmento 
alvo, a especificidade do primer (GÓMEZ-DÍAZ; FIGUEROLA, 2010) e o protocolo 
de extração utilizado (MARTÍNEZ-DE LA PUENTE et al., 2013) podem favorecer ou 
dificultar a amplificação.  
Segundo Prendini et al. (2002), o congelamento muito rápido de tecidos como 
o sangue pode causar a quebra dos eritrócitos, sendo aconselhável, para amostras 
coletadas em campo e que serão utilizadas em estudos moleculares, quando 
possível, primeiramente um congelamento lento do tecido antes de sua submissão à 
temperatura ultra baixa. Neste estudo, devido às condições e logística de campo, 
não foi possível realizar este congelamento gradual das amostras no momento de 
sacrificar os espécimes. Além disso, a utilização de um primer universal cujo alvo é 
um fragmento relativamente longo, como o utilizado no presente estudo (cerca de 
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800 pb), também pode diminuir o sucesso da amplificação principalmente em DNA já 
parcialmente degradado (GÓMEZ-DÍAZ; FIGUEROLA, 2010). O protocolo de 
extração também pode determinar o sucesso que será alcançado na amplificação 
por PCR, pois kits comerciais específicos para a extração do DNA sanguíneo podem 
apresentar maiores taxas de sucesso na identificação do vertebrado. Estes kits, 
quando comparados ao protocolo HotShot utilizado no presente estudo, podem 
apresentar maior desempenho e eficiência, aumentando as chances de amplificação 
até mesmo de conteúdos alimentares sem sangue visível e classificados no índice 7 
da escala de Sella, porém, com custos mais elevados (MARTÍNEZ-DE LA PUENTE 
et al., 2013). Embora nenhum destes fatores (temperatura de congelamento para 
sacrificar os mosquitos, primer utilizado, tamanho do fragmento alvo e protocolo de 
extração) tenha sido analisado no presente estudo, estes podem ter contribuído com 
a taxa de amplificação aqui detectada (35,14%), diminuindo o sucesso de 
identificação do vertebrado. 
Das 155 fêmeas ingurgitadas, 54 (34,84%) tiveram sua fonte alimentar 
identificada, sendo 29 as representantes de área urbana (Ilha dos Valadares) e 25 
da florestal (PEP), as quais não incluem a ocorrência de duas fêmeas detectadas 
com repastos múltiplos e que não permitiram a completa identificação do vertebrado. 
Esta condição de mistura de sangue no intestino do mosquito foi aparentemente 
baixa na presente investigação, porém, pode estar mascarada pela maior 
abundância do sangue ingurgitado do vertebrado efetivamente identificado, cujas 
moléculas de DNA dominaram a reação durante a amplificação por PCR 
(BRUGMAN et al., 2017). Dependendo das espécies estudadas e da técnica 
utilizada, os repastos múltiplos podem ser ausentes (MUÑOZ et al., 2011; 
GREENBERG et al., 2013), ter baixa incidência (MOLAEI et al., 2008; 
SCHÖNENBERGER et al., 2016) ou ser bastante frequentes com taxas de até 30% 
de misturas de repastos (SAWABE et al., 2010; CARVALHO et al., 2014; MORENO 
et al., 2017). Técnicas sorológicas tendem a ser mais eficientes para tal detecção e 
podem resultar em mais de três vertebrados diferentes para uma única fêmea 
(ZIMMERMAN et al., 2006; MASSEBO et al., 2015). Estas técnicas detectam as 
reações dos antígenos ou anticorpos testados com os componentes sorológicos do 
sangue mesmo este sendo de diferentes espécies, porém, sem especificidade 
(GOMES et al., 2001). Já a técnica de PCR seguida de sequenciamento de um 
fragmento específico de DNA, quando na presença de múltiplas moléculas de DNA 
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de diferentes vertebrados, não permite a detecção da sequência alvo pelo 
sequenciamento de Sanger, não fazendo a distinção e ordenamento das bases 
nitrogenadas da molécula de DNA do sangue de cada espécie presente na amostra 
(KIRCHER; KELSO, 2010). 
Apesar desta limitação imposta pelo método aqui empregado, um dos 
vertebrados utilizado como fonte de repasto múltiplo de Wyeomyia sp. foi 
parcialmente identificado como H. sapiens. Esta fêmea foi coletada no ponto mais 
próximo às áreas residenciais urbanas e o resultado encontrado foi embasado pela 
preferência deste gênero em se alimentar de mamíferos, incluindo humanos (STEIN 
et al., 2013). Como este espécime foi o único que teve sua fonte alimentar 
parcialmente identificada neste ponto, não foi possível analisar o grau de influência 
que a proximidade da área urbana pode estar causando na comunidade de 
mosquitos florestais que habitam esta área. Porém, estudos futuros podem verificar 
se muitos destes mosquitos estão buscando os vertebrados nos arredores da mata, 
aumentando as possibilidades de contato com animais silvestres e humanos e os 
riscos de transmissão de agentes patogênicos já que algumas espécies de Culex e 
Anopheles aqui encontradas também estão envolvidas na transmissão de agentes 
etiológicos como o vírus do Nilo Ocidental (SUDEEP et al. 2015) e o protozoário 
causador da malária (DUARTE et al., 2013), respectivamente. 
Sete espécies de culicídeos (An. cruzii, Ae. fluviatilis, Ae. scapularis, Ps. 
ferox, Cx. quinquefasciatus, Cx. mollis e Cx. intrincatus) mais quatro subgêneros [Ae. 
(Ochlerotatus), Cx. (Culex), Cx. (Melanoconion) e Cx. (Microculex)] e um gênero 
(Limatus) diversificaram seu comportamento alimentar através da utilização de 17 
espécies de vertebrados, sendo uma de anfíbio, três de mamíferos e 13 espécies de 
aves e mais dois gêneros (anfíbio e ave). Conforme esperado, a diversidade de 
espécies de Culicidae e de vertebrados na área florestal foi superior à amostrada na 
área urbana, pois certamente a riqueza de espécies em geral é maior no PEP do 
que na Ilha dos Valadares. Duas espécies de culicíneos (Cx. quinquefasciatus e Ae. 
scapularis) e uma de vertebrado (Homo sapiens) foram comumente registradas em 
ambas as áreas onde o hábito ornitofílico foi o mais frequentemente identificado. 
Culex quinquefasciatus foi a espécie mais representativa quando considerado 
o total de fêmeas ingurgitadas (59,35%) e a quantidade destes espécimes por área 
estudada (90% na área urbana e 25,7% na florestal). Em muitas pesquisas sobre o 
hábito alimentar de culicídeos, Cx. quinquefasciatus é um representante abundante 
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em áreas urbanas e rurais, estando presente também em ambientes com muita 
vegetação, parques e florestas localizadas principalmente na região neotropical 
(FORATTINI et al., 1987; GOMES et al., 2003; LOROSA et al., 2010; GREENBERG 
et al., 2013; STEIN et al., 2013; CARVALHO et al., 2014; MORENO et al., 2017).  
A alta representatividade de Cx. quinquefasciatus destacou a preferência 
ornitofílica desta espécie que utilizou 77,78% de aves e 22,22% de mamíferos como 
fonte alimentar, com este último grupo somente registrado na área urbana. 
Dependendo do ambiente estudado, verifica-se que esta espécie pode se alimentar 
mais frequentemente de aves ou de mamíferos, apresentando até mesmo uma 
tendência antropofílica (FORATTINI et al., 1987; SAMUEL et al., 2004) que ocorre 
sob influência do ambiente urbano (LOROSA et al., 2010). Dentre os mamíferos, 
gatos, roedores, bovinos, suínos, equinos, gambás e outros já foram registrados 
como fontes alimentares de Cx quinquefasciatus (ALENCAR et al., 2012; STEIN et 
al., 2013; CARVALHO et al., 2014), porém, neste estudo, os únicos mamíferos 
identificados foram humanos e cachorros em igual proporção (50% de cada dentre 
os mamíferos), condizendo com o observado por Gomes et al. (2003), que afirma 
não haver uma preferência clara desta espécie em se tratando de vertebrados 
humanos ou caninos.  
As aves mais frequentemente selecionadas por Cx quinquefasciatus foram 
galinhas e Passeriformes, reportando um resultado muito semelhante ao encontrado 
por Garcia-Rejon et al. (2010) que, estudando uma área urbana do Novo México e 
coletando fêmeas em quintais residenciais, também observou uma forte ornitofilia 
desta espécie, que se alimentou principalmente de Galliformes e Passeriformes, 
com apenas 18% da alimentação direciona a mamíferos, também distribuída 
principalmente entre humanos e cachorros. A relevante ornitofilia de Cx 
quinquefasciatus não ficou limitada apenas à área urbana, sendo unicamente 
identificada no PEP. Da mesma forma, Burkett-Cadena et al. (2008), estudando uma 
área florestal do Alabama, EUA, observou que todos os vertebrados utilizados como 
fonte alimentar para este culicídeo foram aves.   
Assim como Cx. quinquefasciatus, Ae. scapularis também teve a identificação 
bem-sucedida dos vertebrados em ambas as áreas estudadas, alimentando-se de 
cachorro na Ilha dos Valadares e de ave e cavalo no PEP. Em estudos anteriores, 
esta espécie apresentou certa tendência em se alimentar de mamíferos, tendo 
bovinos, equinos, cachorros, primatas, capivaras, roedores e gambás como fontes 
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alimentares já identificadas em diferentes Estados e áreas do Brasil (ALENCAR et 
al., 2005; LOROSA et al., 2010; SILVA et al., 2012; CARVALHO et al., 2014). Destes 
animais, mamíferos de grande porte são os mais frequentemente selecionados por 
esta espécie, sendo notável a presença de cavalos nas identificações sanguíneas 
(FORATTINI et al., 1987; GOMES et al., 2003). Porém, aves também compõem a 
dieta de fêmeas de Ae. scapularis, influenciando o padrão alimentar destes 
culicídeos com tendências ornitofílicas  (MUCCI et al., 2015). 
O comportamento alimentar de Cx. quinquefasciatus e Ae. scapularis fez com 
que alguns autores os classificassem como culicídeos oportunistas (ALENCAR et al., 
2012; CARVALHO et al., 2014) e ecléticos (MUCCI et al., 2015) os quais exibem 
uma plasticidade alimentar adaptada ao ambiente habitado (TAKKEN; VERHULST, 
2013), sugerindo que a escolha da fonte de repasto ocorra mais pela disponibilidade 
e abundância dos vertebrados do que por fatores intrínsecos que determinam a 
preferência alimentar (MOLAEI et al., 2007; GARCIA-REJON et al., 2010; MUCCI et 
al., 2015). Além destes fatores, a atratividade por odores de fezes frescas e por 
compostos voláteis emanados pelo corpo da ave podem fornecer sinais químicos 
relevantes que permitem principalmente Culex spp. localizar tanto o hábitat do 
vertebrado como o indivíduo (ALLAN et al., 2006; BERNIER et al., 2008; 
COOPERBAND et al., 2008). A ornitofilia também pode ser influenciada pelo 
comportamento defensivo das aves que, apesar de intenso, foi experimentalmente 
demostrado não impedir de forma eficiente a alimentação dos mosquitos em 
espécies como G. gallus e P. domesticus as quais foram identificadas como fontes 
alimentares na área urbana aqui estudada (DARBRO; HARRINGTON, 2007). 
Culicídeos que tiveram apenas um vertebrado identificado, como as espécies 
de Cx. (Culex), Cx. (Melanoconion) e Limatus, ou até dois vertebrados, como Ae. 
(Ochlerotatus), também contribuíram com a alta taxa de ornitofilia encontrada neste 
estudo. Conforme já mencionado, muitas espécies de Culex apresentam certa 
tendência à ornitofilia quando se trata principalmente da percepção deste grupo a 
qual pode ser mais sensível e direcionada, favorecendo este hábito alimentar. 
Concordando com as características já discutidas para Cx. quinquefasciatus e com 
os resultados deste estudo, outras espécies de Cx. (Culex), como Cx. mollis, são 
consideradas como preferencialmente ornitofílicas (FORATTINI et al., 1987), porém, 
podendo variar seus hábitos alimentares de acordo com a espécie (STEIN et al., 
2013). Já espécies do subgênero Melanoconion, como Cx. intrincatus, são 
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consideradas como geralmente ecléticas, alimentando-se tanto de aves quanto de 
mamíferos e até mesmo de anfíbios e répteis (FORATTINI et al., 1987; FORATTINI 
et al., 1989). 
Em se tratando do subgênero Ae. (Ochlerotatus), este também é considerado 
como oportunista (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; KEK et al., 2014), com algumas 
espécies apresentado uma alimentação preferencialmente composta por mamíferos 
(FORATTINI et al., 1987; MOLAEI et al., 2008), incluindo uma predominância 
antropofílica (PALERMO et al., 2016), e outras se alimentando mais frequentemente 
de aves (SILVA et al., 2012), semelhante ao observado no presente estudo. Esta 
diversidade de hábito alimentar das espécies de Ochlerotatus pode ser determinada 
principalmente pela abundância dos vertebrados (ALENCAR et al., 2015), conforme 
já discutido para Ae. scapularis. 
Os resultados alcançados para Limatus foram inconclusivos, pois forneceram 
informações referentes a um único espécime que se alimentou de ave. Tissot & 
Navarro-Silva (2004), explorando uma área de remanescente florestal de Curitiba, 
Paraná, também encontraram uma única fêmea de Li. durhami que se alimentou do 
mesmo grupo de vertebrado. Já na região de Mata Atlântica do Rio de Janeiro, duas 
espécies deste gênero (Li. durhami e Li. pseudomethisticus) foram consideradas 
oportunistas uma vez que foram atraídas por iscas humanas, aves e marsupiais 
(GUIMARÃES et al., 1987). Igualmente classificada por Lourenço-de-Oliveira & 
Heyden (1986), Li. durhami se alimentou de sangue de cavalo, galo e humano, 
demonstrando a mesma diversidade alimentar identificada em outra área de estudo 
do Rio de Janeiro.  
De forma geral, por ser considerado um gênero de hábito diurno e ocupação 
preferencialmente próxima ao solo, as fêmeas de Limatus tendem a se alimentar de 
animais que permanecem em repouso durante o dia e que ocupam este estrato 
vertical florestal, sendo os mamíferos os mais fortes candidatos a serem utilizados 
como fonte alimentar para este gênero (GUIMARÃES et al., 1987). Como pouco se 
sabe sobre a diversidade de mamíferos que habitam o PEP (poucos estudos e 
inexistência de uma lista de espécies desta classe), mas certamente muitas aves 
ocupam este tipo de estrato, inclusive as aqui identificadas são, em sua maioria, 
aves de solo ou de baixo estrato, a estratificação pode estar atuando fortemente na 
escolha alimentar das fêmeas deste gênero. 
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Além das espécies e gêneros já mencionados que compuseram os culicídeos 
de hábito alimentar ornitofílico, este comportamento também foi apresentado por 
mais um grupo de mosquitos representado por Culex (Microculex) com o registro de 
uma fêmea que se alimentou de ave. Forattini et al. (1987) também identificaram o 
repasto sanguíneo de duas fêmeas deste subgênero, tendo uma se alimentado de 
ave e outra de equino, porém, não concluíram existir uma preferência ou padrão 
alimentar já que 42 espécimes não reagiram à identificação sorológica. Utilizando a 
mesma técnica, Alencar et al. (2015) conseguiram identificar o repasto de 26 fêmeas 
de Culex (Microculex) pleuristriatus que se alimentaram mais frequentemente de 
aves e roedores, mas também de outros mamíferos, inclusive de humanos, e de um 
anfíbio.  
Embora aves e mamíferos sejam identificados como fontes de repasto, 
Lourenço-de-Oliveira & Heyden (1986) afirmaram que a tendência para este 
subgênero é uma preferência alimentar relacionada a animais ectotérmicos. O 
presente estudo corroborou com esta classificação, de forma que dois espécimes de 
Microculex tiveram os vertebrados identificados como anfíbios da família Hylidae. Há 
alguns anos, o hábito alimentar deste subgênero de culicídeo já havia sido 
registrado por Lutz & Lutz (1939) que relataram observações feitas a olho nu de 
fêmeas de Microculex sobrevoando bromélias contendo hilídeos em seu interior e 
que, após a coleta dos indivíduos de mosquitos e anfíbios, verificaram a efetiva 
interação entre os dois grupos em laboratório. Igualmente através de experimentos 
laboratoriais, Lourenço-de-Oliveira & Heyden (1986) observaram a mesma tendência 
e preferência alimentar de Microculex por anfíbios as quais são pouco registradas, 
porém mais comumente verificadas em outros subgêneros de Culex (CUPP et al., 
2004; HAMER et al., 2009; BLOSSER et al., 2016; SHEPARD et al., 2016).  
A atratividade e escolha por vertebrados batráquios foram estudadas para 
Culex (Neoculex) territans que, além de possuir um sistema sensorial especializado 
em encontrar estes animais através de odores específicos (FERGUSON; SMITH, 
2012), também estabeleceu uma forte relação entre sua preferência alimentar e a 
percepção da vocalização do anfíbio a longa distância, cujos picos de chamado 
coincidiram com o aumento de frequência de contatos (BARTLETT-HEALY et al., 
2008). Embora sem importância médica conhecida (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994), 
Microculex precisa ser mais bem estudado, principalmente em se tratando das 
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interações estabelecidas com anfíbios e outros organismos que também se 
relacionam com estes vertebrados.  
Geralmente, as investigações alimentares priorizam culicídeos que atuam 
como potenciais vetores e que envolvem humanos em seu comportamento 
alimentar. No PEP, espécies de culicídeos consideradas como potenciais ou 
comprovadamente vetoras de agentes patogênicos (NEVES et al., 2013; SILVA et 
al., 2017; SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2017) tiveram suas fontes alimentares 
exclusivamente identificadas como humanos, com dois, um e dois repastos 
detectados e respectivamente pertencentes a An. cruzii, Ae. fluviatilis e Ps.ferox. 
Estas espécies têm propensão à antropofilia, sendo An. cruzii e Ae. fluviatilis 
consideradas ecléticas e oportunistas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; SILVA et al., 
2012; CARVALHO et al., 2014) e Ps. ferox como tendo preferência por mamíferos, 
mas também se alimentando raramente de aves (RICHARDS et al., 2006; MOLAEI 
et al., 2008; MUCCI et al., 2015). O baixo número de indivíduos identificados e o 
único vertebrado detectado não permitiram que as observações do hábito alimentar 
destas três espécies fossem conclusivas. Também não revelou os efetivos 
vertebrados que mantém estas comunidades de culicídeos, mas demonstrou uma 
possível interação com humanos em um ambiente onde provavelmente as fêmeas 
se alimentaram de pessoas que estavam no interior da mata ou próximos à borda 
como os visitantes ou funcionários/moradores do parque. 
No PEP, a presença de primatas não humanos foi relatada em um estudo de 
distribuição e ocorrência destes mamíferos no Estado do Paraná que foi realizado 
através de registros em coleções científicas, levantamentos bibliográficos, 
observações e comunicações de pesquisadores, cuja informação da ocorrência de 
sagui-de-tufo-preto no parque foi alcançada por meio de uma comunicação pessoal 
(PASSOS et al., 2007). Embora a amostragem dos culicídeos não tenha sido 
realizada na copa das árvores, algumas espécies de aves de dossel foram 
identificadas, indicando que primatas não humanos ou outros mamíferos deste 
estrato também tinham possibilidades de serem detectados se estivessem presentes 
nos locais amostrados ou relativamente próximos.  
Embora não havendo a identificação de mamíferos como fonte de repasto, é 
importante considerar a potencial transmissão de agentes patogênicos que estão 
relacionados a primatas, como os causadores da malária, já que a presença do vetor 
An. cruzii é notável na área estudada. Em uma área de Mata Atlântica de São Paulo, 
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onde a existência de primatas é evidente, estes mosquitos foram detectados 
abrigando o agente causador da malária humana, mantendo as possibilidades de 
novos casos autóctones da doença, principalmente em áreas silvestres onde 
macacos podem ter atuado como reservatórios (DUARTE et al., 2013). Neste 
mesmo bioma, no Rio de Janeiro, estudos recentes comprovaram que Plasmodium 
simium, um protozoário até então considerado como causador específico da malária 
de macacos, é capaz de infectar humanos que manifestam sinais e sintomas 
semelhantes aos da malária causada por P. vivax (BRASIL et al., 2017). Além do 
Plasmodium causador da malária, outros agentes patogênicos são considerados 
importantes, como o Vírus da Encefalite Equina Venezuela cujo ciclo de 
desenvolvimento pode envolver espécies de Ps. ferox, quirópteros e roedores 
(SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2017). O registro de morcegos (RUBIO et al., 2014) 
e a possível presença de roedores nos arredores do PEP podem ser considerados 
um alerta de riscos de transmissão de agentes patogênicos na área e região 
amostradas. 
Os outros mosquitos que utilizaram humanos como fonte de repasto foram 
todos Cx. quinquefasciatus coletados na área urbana e no ambiente intradomiciliar. 
Esta espécie é reconhecida como domiciliada, fortemente endofílica e que 
permanece em repouso dentro das casas mesmo depois da alimentação (CONSOLI; 
OLIVEIRA, 1994). Quando comparado ao peridomicílio, o interior das residências 
apresentou maior número de fêmeas ingurgitadas coletadas por minuto, podendo 
indicar uma maior concentração destas fêmeas neste ambiente. Ao aspirar Cx. 
quinquefasciatus no peri e intradomicílio de áreas suburbanas e rurais, Forattini et al. 
(1987) sugeriram ter coletado mais fêmeas ingurgitadas dentro das residências uma 
vez que identificaram um maior número de vertebrados neste ambiente. O 
comportamento endofílico desta espécie parece influenciar o hábito alimentar dos 
culicídeos amostrados na Ilha dos Valadares, interferindo na seleção da fonte 
alimentar mesmo quando o peridomicílio aparenta maior disponibilidade de 
vertebrados, embora este fator não tenha sido mensurado e analisado. Tanto os 
resultados aqui obtidos como os alcançados por Forattini et al. (1987) indicaram que, 
em fêmeas coletadas no intradomicílio, humanos foram mais frequentemente 
identificados como fonte alimentar e que, no peridomicílio, as fêmeas se 
alimentaram de uma maior diversidade de vertebrados. 
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Já na área florestal do PEP, a maior quantidade de fêmeas ingurgitadas 
coletadas por minuto ocorreu no início da trilha principal, área próxima à entrada do 
parque e localizada mais à borda de mata, onde a quantidade de fêmeas nesta 
condição foi 2,5 vezes superior à coletada no ponto mais distante da área florestal. 
Por outro lado, a quantidade fêmeas não ingurgitadas coletadas por minuto no início 
da trilha foi 1,45 vezes inferior à amostrada no ponto mais distante, sendo o meio o 
ambiente com maior amostragem por minuto de fêmeas nesta condição. Já a 
amostragem realizada no meio foi intermediária em relação às fêmeas ingurgitadas, 
sendo o ambiente superior em coleta de fêmeas não ingurgitadas por minuto. 
As diferentes quantidades e condições de ingurgição encontradas 
principalmente entre o ambiente mais próximo à borda e o mais interno da floresta 
não podem ser explicadas por uma movimentação da fêmea ingurgitada do interior 
em direção à borda, pois a capacidade de voo após o repasto se torna reduzida 
(TAPARIA et al., 2017), impedindo o deslocamento destas fêmeas que teriam que 
percorrer mais de 1,0 km de distância. Como estudos realizados em zoológicos 
relatam que a distância média percorrida por uma fêmea totalmente ingurgita é de 
aproximadamente 40 m e de 350 m para fêmeas grávidas (EJIRI et al., 2011; 
TUTEN et al., 2012), a distância entre os dois ambientes aqui amostrados 
impossibilitou o deslocamento das fêmeas que muito provavelmente foram coletadas 
próximo ao local onde realizaram o repasto. 
Comparando estes dois ambientes e os resultados relacionados às fontes 
alimentares identificadas, o ambiente de início da floresta apresentou maior 
diversidade de vertebrados, incluindo espécies que normalmente ocupam este 
ambiente como as aves de borda, mas também espécies que, de acordo com seus 
hábitos territoriais, supostamente não estariam neste fragmento, no caso das aves 
de interior. Pelo menos quatro espécies de aves aparentemente se deslocaram do 
interior para próximo à borda, contribuindo com uma possível maior riqueza e 
disponibilidade de vertebrados que podem ter influenciado e favorecido a maior 
quantidade de fêmeas ingurgitadas neste ambiente. Já no ambiente mais interno ao 
parque, a pequena quantidade de fêmeas ingurgitadas, o elevado número de não 
ingurgitadas e a menor diversidade de vertebrados identificados, sugeriram que este 
ambiente tinha menos vertebrados disponíveis para a alimentação dos culicídeos. 
Porém, ao identificar uma espécie de ave de borda sendo utilizada como fonte 
alimentar no interior do parque, apesar da aparente menor diversidade e 
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disponibilidade de vertebrados, a movimentação de algumas espécies, 
principalmente de aves, parece ser fundamental para a manutenção da comunidade 
de culicídeos neste ambiente.  
Embora o número de fêmeas coletadas por minuto seja mais bem explicado 
pela hipótese da movimentação das aves entre os ambientes, outros fatores podem 
ter influenciado a abundância de fêmeas em condições específicas de repasto, 
inclusive podendo explicar a grande quantidade de fêmeas coletadas por minuto no 
ambiente do meio da trilha, com maior proximidade da área residencial. Conforme 
observado por Blosser et al. (2016) a quantidade de fêmeas coletadas pode sofrer 
variações diárias bastante acentuadas de acordo com as alterações abióticas e o 
ambiente amostrado. Sendo assim, outras possíveis hipóteses que podem ser 
analisadas futuramente são: (1) as condições ambientais antecedentes ao período 
da amostragem realizada no início da trilha teriam favorecido uma oviposição 
iminente e consequentemente instigado a busca por vertebrados e o repasto 
sanguíneo; (2) as condições ambientais que antecederam a amostragem no ponto 
mais distante favoreceram a emergência de uma grande quantidade de adultos que, 
nos períodos de coleta, ainda não haviam iniciado a busca por vertebrados; (3) o 
ponto mais distante, localizado mais no interior de mata, pode ter sinalizado uma 
mudança gradual nas condições de ingurgição das fêmeas, a qual ocorre conforme 
a fitofisionomia ambiental também está em processo de mudança; (4) a proximidade 
com áreas urbanas pode favorecer a presença humanos e animais domésticos no 





6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
No presente estudo, o armazenamento de mosquitos totalmente ingurgitados, 
por até 180 dias sob as temperaturas de -20 °C ou -80 °C, não interferiu 
significativamente nas taxas de sucesso de amplificação do DNA do sangue do 
vertebrado, fornecendo resultados equivalentes na identificação da fonte alimentar 
em ambas as temperaturas de armazenamento. Estes resultados indicam que o 
grau de digestão é o principal fator investigado que afetou o sucesso de 
amplificação, o qual foi reduzido consideravelmente a partir do coeficiente 4 da 
escala de Sella (aproximadamente 24h após ingestão do sangue), diminuindo 
progressivamente com o prolongamento da digestão.  
Tanto na área urbana como área na florestal de Paranaguá, os vertebrados 
mais frequentemente identificados foram aves, destacando o hábito alimentar 
ornitofílico para a maioria das espécies de culicídeos que também utilizaram 
mamíferos e anfíbios como fontes alimentares. Embora muitas espécies tenham 
selecionando os vertebrados provavelmente de acordo com a sua disponibilidade no 
ambiente, outras se destacaram por apresentarem inclinações e preferências 
alimentares mais bem determinadas, como a interação estabelecida entre mosquitos 
do subgênero Microculex e anfíbios. Humanos foram utilizados como fonte alimentar 
tanto por mosquitos presentes na Ilha dos Valadares como no PEP, sendo alvo de 
espécies de culicídeos que apresentam potencial na transmissão de agentes 
patogênicos, representando riscos para a saúde pública seja pela diversidade 
alimentar apresentada ou pela realização de repastos múltiplos, ambas envolvendo 
humanos e outras fontes alimentares.  
Na área urbana, além da disponibilidade dos vertebrados, os ambientes 
ocupados por algumas espécies de mosquitos e determinados vertebrados também 
parecem influenciar a escolha alimentar, uma vez que no intradomicílio apenas 
humanos foram identificados. Já na área de Mata Atlântica, a disponibilidade e 
diversidade de vertebrados identificados foram maiores no ambiente mais próximo à 
borda do que no interior do PEP, aparentemente influenciando a abundância e 
coleta de fêmeas ingurgitadas. Porém, esta relação precisa ser mais bem 
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